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Apresentagao 


Nos ultimos anos, a incorpora^ao de laboratories de peque- 
no e de medio porte a grandes redes tem possibilitado a execu 
$ao de rotinas laboratoriais mais amplas somente com proces¬ 
ses automatizados e totalmente informatizados. Alem disso, 
metodos de biologia molecular come^aram a ser utilizados na 
realiza^ao de exames, e a nanotecnologia padronizada para os 
microarrays ou sistemas multiplex - que ha 10 anos eram ape- 
nas uma utopia - ganharam espa^o ao apresentar perfis defi- 
nidos para diferentes situates clinicas. Entretanto, o excesso 
de informa^oes fornecidas nos laudos dos laboratories muitas 
vezes gera duvidas de interpreta^ao sobre o valor clinico dos 
resultados, confundindo os profissionais em sua suspeita cli- 
nica inicial. Por isso, o conhecimento dos principios dos testes 
e o valor da informa^ao decorrente dos resultados devem ser 
cuidadosamente analisados pelos responsaveis pelo diagnosti- 
co laboratorial, para que sejam capazes de esclarecer duvidas e 
transmitir seus conhecimentos aqueles que necessitam. 

Com o intuito de colaborar na constru^ao desse conhe¬ 
cimento, apresentamos a terceira edi^ao de Diagnostico 
Laboratorial. Importantes altera^oes foram realizadas nesta 


edic^ao, a come^ar pelo desenho grafico, estendendo-se pelo 
texto, que foi cuidadosamente revisto e atualizado em fun^ao 
da rapida evolu^ao dos testes utilizados em patologia clinica. 
Buscamos ainda responder aos questionamentos mais frequen- 
tes, bem como elucidar a utiiiza^ao de produtos registrados no 
Ministerio da Saude, levando em considera^ao seus limites. 

Agradecemos em especial aos dedicados colaboradores 
desta obra, sem os quais esta edi^ao nao se tornaria realidade. 
Especialistas em suas areas de atua^ao, eles souberam expor 
objetivamente seus conhecimentos, tornando o texto claro e 
didatico. Todos os convidados entenderam que esta atuali- 
za^ao era uma necessidade reivindicada por profissionais e 
estudantes da area da saude, que sentiram a lacuna deixada 
durante os anos que se passaram desde o lan^amento da ulti¬ 
ma edi^ao. 

Agradecemos tambem a Editora Guanabara Koogan, selo 
do GEN, pela confian^a. 

Antonio Walter Ferreira e 
Sandra do Lago Moraes 
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► Importancia dos testes sorologicos 
na patologia ctinica 

O diagnostico de certeza de um processo infeccioso e a 
demonstra^ao do patogeno ou de seus produtos nos tecidos ou 
fiuidos biologicos dos hospedeiros; porem, nem sempre isso 
e possivel, seja pela ausencia do agente infeccioso, pela falta 
de sensibilidade dos metodos utilizados, por falhas tecnicas 
ou pelos longos periodos exigidos para uma resposta do labo- 
ratorio. Os metodos imunologicos diretos ou indiretos tem 
sido amplamente utilizados para suprirem as deficiencias dos 
metodos parasitologicos ou micro biologicos, na pesquisa de 
antigenos, anticorpos ou imunocomplexos, em fun^ao de sua 
rapidez, simplicidade de execu^ao, possibilidade de automa^ao 
e seu baixo custo operational. O conhecimento da aplica^ao 
dos testes sorologicos e a interpreta^ao correta dos resultados 
obtidos sao fundamental para clinicos, patologistas e labo- 
ratoristas orientarem o seu trabalho, visando ao diagnostico 
correto, associando sempre os resultados obtidos as investiga¬ 
tes clinicas e epidemiologicas. Na pesquisa de anticorpos, os 
testes sorologicos tem sido utilizados com sucesso, como auxi- 
liares importantes no diagnostico individual ou em inqueritos 
soroepidemiologicos, gramas as multiplas possibilidades com 
que podem ser empregados. 

► Importancia da pesquisa de 
anticorpos no diagnostico individual 

- Elucidagao de processos patologkos com 
sintomas e sinais clinicos confundi'veis 

Como exemplo, sao citadas, entre outras patologias, toxo- 
plasmose e mononucleose infecciosa, toxoplasmose e rubeola, 
sifilis secundaria e dermatoviroses ou processos alergicos e 
hepatites B e C. A pesquisa de anticorpos especificos por testes 
rigorosamente padronizados e de grande valia na definiqao da 
suspeita clinica principal. 

- Diferenciagao da fase da doenga 

Em algumas patologias, principalmente as que provocam 
fetopatias, como toxoplasmose, sifilis, citomegalia, rubeola, 
doen^a de Chagas, a detect ao de diferentes classes de imu- 
noglobulinas especificas ao agente infeccioso na circulate 
dos pacientes e importante na identifica^ao da fase da infec- 
^ao. A mudan^a da classe de imunoglobulina ocorre durante 
a resposta imune, seguindo uma ordem geneticamente 
determinada. Assim, a imunoglobulina IgM e a primeira a 
ser formada, sendo normalmente encontrada nos proces¬ 
sos agudos, enquanto a imunoglobulina IgG encontrada no 
final dos processos agudos permanece durante longos perfo- 
dos na circulation do hospedeiro, como imunoglobulina de 
memoria, estando muitas vezes relacionada com a prote^ao 
do individuo. Em algumas infec^oes, como na toxoplasmose 
ou na citomegalia, outras imunoglobulinas como a IgE e a 
IgA especificas tem sido estudadas, uma vez que o periodo de 
permanencia na circulate apos o initio do processo infec¬ 
cioso e menor do que o da imunoglobulina IgM, fornecendo 
maior precisao da fase aguda da doen^a. Dada a importancia 
dessa pesquisa, resultados falso-positivos ou negativos devem 


ser evitados, bem como a correta interpreta^ao dos resultados 
deve ser devidamente conhecida. Metodos sorologicos com 
base na avidez ou afinidade funcional dos anticorpos IgG ja 
estao sendo utilizados para a avalia^ao da fase recente de dife¬ 
rentes patologias. Na toxoplasmose a utiliza^ao dessa meto- 
dologia tem permitido caracterizar com maior precisao a fase 
recente da doen^a, evitando falsas interpreta^oes. Quando 
sao utilizados metodos mais sensiveis, anticorpos IgM anti-T. 
gondii residuais permanecem por periodos superiores aqueles 
detectados por imunofluorescencia indireta. A associate de 
testes, inclusive a avidez de anticopos IgG, tem definido novos 
perfis na toxoplasmose. 

* Diagnostico dedoen^a congenita 

A propriedade da imunoglobulina IgM de nao atravessar 
a barreira placentaria tem desempenhado papel importante 
na definite de doen^as congenitas. Os achados de anticor¬ 
pos IgM anti-T. pallidum no sangue de cordao umbilical, no 
momento do parto, tem sido considerados patognomonicos de 
sifilis congenita. Anticorpos IgG anti-T. pallidum apos o nas- 
cimento podem indicar um processo infeccioso congenito ou 
estar simplesmente relacionados com a transmissao materno- 
fetal dessa imunoglubulina, que permanece na circula^ao do 
recem-nascido ate o 5 0 ou 6 e mes de vida. O acompanhamento 
do recem-nascido por varios meses e a diminuiqao seguida 
do aumento gradual dessa imunoglobulina indicam a doen^a 
congenita. Essa definiqao tardia, entretanto, prejudica o trata- 
mento, que ja deveria ter sido instituido. A sensibilidade dos 
metodos de detec^ao de anticorpos IgM e a correta interpreta- 
^ao dos resultados sao fundamentals nessa pesquisa. 

- Selegao de doadores de sangue 

No Brasil, ha normas tecnicas determinadas pelo Ministerio 
da Saude para sele^ao de doadores de sangue. Alem das tria- 
gens clinica e epidemiologica, a triagem sorologica tem um 
papel de destaque na preven^ao da doen^a transfusional 
para doen^a de Chagas, sifilis, hepatites B e C, sindrome da 
imunodeficiencia adquirida (AIDS) e HTLV-I e II. Os testes 
utilizados devem apresentar alta sensibilidade, e a associa^ao 
de dois ou mais testes de principios diferentes tem sido reco- 
mendada em normas tecnicas pelo Ministerio da Saude como 
alternativa para obten^ao de indices maximos de sensibilidade 
e especificidade no resultado final. Muito se tem discutido 
sobre os criterios de sele<;ao quando sao utilizados testes que 
pesquisam anticorpos IgG contra determinados patogeno s. O 
enfoque da discussao e relevante, pois muitas vezes os achados 
desses anticorpos referem-se a infec^oes passadas e ja trata- 
das, nao implicando risco transfusional. Na impossibilidade 
de outros meios de sele^ao, e enquanto o metodo rea^ao em 
cadeia da polimerase (PCR - polimerase chain reaction ) nao 
e integralmente padronizado para uso rotineiro dos bancos 
de sangue, os testes sorologicos continuam desempenhando 
sua fun^ao de selecionar doadores, mesmo nos casos em que o 
patogeno ja nao esta na circula^ao dos doadores. 

- Selegao de doadores e receptores de orgaos 
paratransplantes 

Anticorpos altamente especificos para determinantes estru- 
turais individuais que caracterizam diferentes antigenos do 
complexo principal de histocompatibilidade (sistema HLA) 
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sao utilizados em testes de linfocitotoxicidade. A rea^ao entre 
antigenos encontrados nos linfocitos e os soros que contem 
anticorpos especlficos anti-HLA torna possivel identificar 
quais sao os antigenos HLA expressos por diferentes indivi¬ 
duos. A tipagem desses antigenos e importante na sele^ao de 
doadores e receptores de orgaos em transplantes. 

- Avaliagao do prognostico da doen^a 

Anticorpos contra determinados componentes antigenicos 
de microrganismos podem ser utilizados como marcadores 
imunologicos para avaliaqao do prognostico de uma doenqa. 
Tomando-se como exemplo a hepatite B, componentes estru- 
turais do virus induzem a formaqao de anticorpos que sao 
utilizados como marcadores imunologicos na avalia^ao dos 
pacientes. Um antigeno soluvel, denominado antigeno HBe 
(HReAg), relacionado com a infectividade e contagiosidade do 
virus, induz a format ao de anticorpos anti-HBe, que surgem 
na circula^ao do paciente, como primeiro marcador de recupe- 
ra^ao de um processo patologico cronico e tern sido utilizado 
inclusive na avalia^ao da eficacia de a-interferon como agente 
quimioterapico. A ausencia desse marcador durante a evolu^ao 
do processo cronico e sempre um mau prognostico da doenqa. 
Tambem na paracoccidioidomicose, a associa^ao das respostas 
humoral e celular tern sido utilizada nao apenas na avalia^ao 
do prognostico da doen^a, mas tambem para avaliar a resposta 
a quimioterapia instituida. Resposta humoral em altos titulos, 
com resposta celular ausente, indica um mau prognostico da 
doenqa e ausencia de resposta medicamentosa. 

- Avaliagao da eficacia da terapeutica e 
da suspensao da terapeutica 

O sucesso da terapeutica pode acompanhar-se de queda 
gradual dos anticorpos na circula^ao dos pacientes. Essa pro- 
priedade tern sido utilizada em muitas patologias para ava¬ 
liar a eficacia e a suspensao da terapeutica instituida. No caso 
da sifilis, anticorpos anticardiolipina detectados no teste do 
VDRL tern queda gradual quando a terapeutica e bem-suce- 
dida, fato nao observado para os anticorpos antitreponemicos, 
que permanecem na circulaqao por longos periodos, de meses 
a anos, mesmo apos a cura do paciente. Deve-se ficar atento a 
sorologia da sifilis, pois muitas vezes um residuo de anticor¬ 
pos anticardiolipina em titulos baixos (1/2,1/4), por periodos 
maiores que 2 meses, indica a cura do paciente e possibilidade 
da suspensao da terapeutica. 

- Avalia$ao da imunidade especrfica naturalmente 
adquirida ou a rtificta Imente induzida 

Anticorpos IgG especlficos para componentes antigeni¬ 
cos de um determinado microrganismo podem ser utilizados 
como marcadores de imunidade especifica de um individuo a 
esse microrganismo. Em algumas patologias, como as viroses, 
nao e dificil definir qual o melhor imunogeno a ser utilizado. 
Quanto mais complexa for a constituti^ao antigenica do pato- 
geno, mais dificil sera a defini^ao do componente estrutural 
alvo para a produ^ao da vacina. Parasitos, como plasmodios, 
leishmanias etc., tern sido exaustivamente estudados durante 
muitos anos, mas, somente agora, com o advento da biolo- 
gia molecular, resultados promissores tern sido alcanqados, 
principalmente quando sao associadas as respostas celular e 
humoral dos individuos. 


Niveis de anticorpos protetores determinados por testes 
sorologicos altamente sensiveis e especlficos tern importan¬ 
ce fundamental na avaliaqao da imunidade do individuo. 
Citem-se como exemplos a rubeola, a difteria e o tetano. 

Na rubeola, o teste feito em sistemas automatizados possi- 
bilita estabelecer com rigor os niveis de anticorpos protetores 
em unidades internacionais. Assim, niveis inferiores a 20 UI/ 
ml sao interpretados como negativos (ausencia de anticor¬ 
pos); niveis entre 20 e 30 Ul/mf sao interpretados como anti¬ 
corpos presentes, porem nao protetores; e niveis maiores de 
30 Ul/ml sao interpretados como anticorpos presentes e pro¬ 
tetores. O exemplo mostra claramente a necessidade de testes 
altamente sensiveis e especlficos para detectao de pequenas 
quantidades de anticorpos, que, na clinica medica, tern grande 
importancia. 

- Agravamento da patologia 

Os achados de autoanticorpos durante a evolu^ao de um 
processo patologico estao relacionados com o agravamento 
da patologia. Nos casos graves de esquistossomose, hepatite B, 
malaria etc., observam-se anticorpos contra estruturas do pro- 
prio individuo. Imunocomplexos depositados em nivel de glo- 
merulos tambem podem representar um agravamento da pato¬ 
logia e ser facilmente detectados por testes sorologicos, como, 
por exemplo, imunofluorescencia indireta anticomplemento. 

► Importanda da pesquisa 
de anticorpos em inqueritos 
soroepidemiologicos 

- Prevalencia da doenga 

A prevalencia da doen^a pode ser estabelecida pela pes¬ 
quisa de anticorpos IgG em amostras de sangue coletadas com 
rigoroso criterio epidemiologico. Na decada de 1970, foi ela- 
borado um trabalho conjunto entre o Ministerio da Saude e o 
Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo (IMT-SP), para 
se estabelecer a prevalencia da doenqa de Chagas no pais pela 
pesquisa de anticorpos IgG anti - T. cruzi. O trabalho teve exito 
pela associa^ao de laboratories de varios estados brasileiros 
credenciados pelo IMT-SP e apos intenso treinamento dos 
tecnicos envolvidos no projeto. O Departamento de Medicina 
Preventiva da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao 
Paulo orientou a coleta do material, seguindo padroes estatis- 
ticos definidos, e o Ministerio da Saude garantiu todo o apoio 
logistico para o trabalho de campo. O somatorio de esforqos 
possibilitou o conhecimento do numero de individuos infec- 
tados e serviu de base para a^oes ministeriais; foi o maior 
inquerito sorologico ja realizado em todos os tempos. 

- Erradica$ao da doen^a 

A erradica^ao de determinada doen^a em uma regiao pode 
ser verificada por testes sorologicos. A ausencia de anticor¬ 
pos contra o patogeno em crian^as nascidas no local expos- 
tas as con didoes ambientais e forte indicio da erradicaqao da 
doen^a. O acompanhamento sorologico dessas crian^as por 
um periodo de tempo e necessario para confirma^ao dos 
resultados. Foi realizado um novo inquerito epidemiologico 
para determina^ao da prevalencia da doenqa de Chagas em 
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crian^as de 0 a 5 anos, durante o periodo de 2001 a 2008. Os 
resultados mostraram diminui^ao significativa da transmissao 
vetorial e pouca transmissao vertical. 

- Reintrodugao de novos casos 
em areas consolidadas 

Achados de anticorpos IgM ou aumento do titulo de anti- 
corpos IgG contra determinado patogeno sao indicios da 
reintrodu^ao de uma doen^a em areas onde ela ja estava erra- 
dicada. Dessa maneira, o monitoramento sorologico de uma 
determinada area, desde que realizado com rigor tecnico e 
reagentes bem padronizados, possibilita a^oes corretivas que 
evitem novos focos, fazendo parte de um program a de vigi- 
lancia sanitaria. 

► Importance da pesquisa 
de antigenos 

- Criterio de cura 

A ausencia do patogeno ou de seus produtos apos um 
processo infeccioso esta diretamente relacionada com a 
cura do paciente. Os testes sorologicos utilizados para defi¬ 
nite dessa possibilidade devem apresentar elevados niveis 
de sensibilidade e especificidade por meio da utiliza^ao de 
anticorpos altamente especificos em tecnicas rigorosamente 
padronizadas. 

- Defini^ao da etiologia da doenga 

O encontro do patogeno no hospedeiro define o processo 
infeccioso. Essa pesquisa, atualmente feita com sucesso pela 
rea^ao em cadeia da polimerase (PCR), tern de ser rigoro¬ 
samente avaliada para que nao sejam cometidos erros de 
interpreta^ao. Patologistas franceses, estudando biopsias de 
ganglios de pacientes selecionados ao acaso, encontraram 
toxoplasmas. O estudo retrospective desses pacientes mos- 
trou que, em muitos casos, nao havia relato de toxoplasmose, 
supondo-se um equilibrio entre o parasito e o hospedeiro. 
Os metodos imunologicos ou a PCR, por serem muito sensi- 
veis, podem detectar reaches positivas sem implicate com a 
doenga do hospedeiro. 

- Selegao de doadores de sangue 

Selecionar doadores de sangue pela pesquisa do agente 
etiologico de uma patologia passivel de ser transmitida por 
transfusao de sangue e uma meta importante no diagnostico. 
Essa pesquisa, indicativa de um processo agudo, poderia 
ser utilizada mesmo na fase em que a pesquisa de anticor¬ 
pos ainda e negativa, fase pre-sorologica. Os testes devem 
apresentar niveis maximos de sensibilidade e especificidade. 
Como exemplo, cita-se a pesquisa do antigeno de superfi- 
cie da hepatite B, HBsAg. A dificuldade dessa pesquisa por 
metodos imunologicos para outros microrganismos, como 
os parasitos, esta na definite do antigeno-alvo a ser estu- 
dado, pela complexidade antigenica e pela falha, em muitos 
casos, da resposta imune a esses epitopos selecionados. Desse 
modo, os metodos moleculares para pesquisa do DNA sao os 
mais promissores. 


■ Inqueritos epidemiologicos 

Embora mais restrita, essa aplica^ao tern sido utilizada 
por muitos laboratories. Em 1985, foi realizado um projeto 
em colabora^ao com a Dra. Ruth Nussenzweig do laboratorio 
de parasitologia do Centro Medico da Universidade de Nova 
York (New York University Medical Center [NYUMC]), para 
pesquisa de esporozoitos em mosquitos capturados na regiao 
amazonica, por teste imunoenzimatico com anticorpos mono- 
clonais antiesporozoitos de Plasmodium falciparum, P. vivax 
e P. malariae. Os resultados serviram para mapear as regibes 
transmissoras de malaria e identificar as especies infectantes. 
Trabalhos semelhantes foram realizados por outros autores 
em diferentes regioes do mundo. 

Pelo exposto, fica claro que os testes sorologicos desem- 
penham um papel fundamental na patologia clinica como 
auxiliares no diagnostico de uma suspeita clinica princi¬ 
pal. Devemos lembrar, entretanto, que os resultados obtidos 
podem variar em fun^ao de uma serie de fatores relacionados 
com a resposta imune do hospedeiro e com as varia^oes anti- 
genicas do patogeno. Esses fatores podem levar a resultados 
falso-positivos pela possibilidade de reaches cruzadas contra 
determinantes antigenicos comuns encontrados nos parasitos, 
contra antigenos ubiquitarios ou em razao de uma resposta 
exacerbada do hospedeiro pela ativa^ao policlonal de celulas B 
ou a resultados falso-negativos pela ausencia de resposta imu- 
nologica contra epitopos dos parasitos. 

Todos os ramos da ciencia medica caminham na busca 
incessante de um teste ou de um processo de referenda que 
possa definir a presen^a ou a ausencia da doen^a no paciente, 
ou seja, um teste padrao-ouro (do ingles, gold standard test). 
Contudo, os fatores anteriormente relacionados e outros pari- 
metros a serem ainda discutidos devem ser rigorosamente 
analisados para que a defini^ao do processo infeccioso seja a 
mais proxima do verdadeiro estado clinico do paciente. 

► Parametros para valida^ao 
de um teste diagnostico 

Varios parametros devem ser analisados para a valida^ao de 
um teste diagnostico. A validade intrinseca de um teste, que e 
o desempenho do teste quando comparado a um teste de refe¬ 
renda, pode ser avaliada por parametros como sensibilidade, 
especificidade e eh ciencia. Estes sao caracteristicos do teste, e 
nao da popula^ao em que esta sendo aplicado; portanto, for- 
necem resultados consistentes independentemente da preva- 
lbncia da doen^a. Ja os valores preditivos dos resultados posi- 
tivos e negativos do teste sao parametros que dependem da 
prevalencia da doen^a na popula^ao em estudo. A validade 
extrinseca e a capacidade do teste em detectar a real situa^ao 
da popula^ao em rela^ao a doen^a que esta sendo estudada e 
tambem o desempenho do teste em uma determinada popu- 
la^ao e pode ser avaliada por parametros como reprodutibili- 
dade, acuracia e precisao. 

- Parametros intnnsecos 

Muito importante na defini^ao dos parametros intrinsecos 
e a amostragem a ser utilizada. Devemos selecionar popula¬ 
tes de individuos sabidamente doentes e nao doentes para 
cuja finalidade diagnostica o teste se destina. Por exemplo, ao se 
padronizarem testes para o diagnostico da doen 9 a de Chagas, 
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devem-se escolher como individuos doentes aqueles que apre- 
sentem altera^oes clinicas e xenodiagnostico positivo. Para 
evitar problemas de resultados falso-positivos, deve-se sele- 
cionar como individuos nao doentes aqueles residentes em 
areas endemicas da doen^a, sem altera^oes clinicas e com 
xenodiagnostico negativo. Evidentemente, para selecionar os 
individuos doentes, deve-se levar em considera^ao as diferen- 
tes fases do processo infeccioso e coletar as amostras de san- 
gue dessas fases, para avalia^ao do comportamento global do 
teste. Como a sensibilidade do xenodiagnostico e muito baixa 
na fase cronica da doen^a, outros fatores deverao ser conside- 
rados na sele^ao das amostras de sangue, como a epidemiolo- 
gia e os achados clinicos e laboratoriais. 

Para a defini^ao dos parametros de valida^ao intrinseca de 
um teste, foi utilizada uma tabela de dupla entrada, relacio- 
nando a presen^a ou nao de doen^a e os resultados obtidos 
no teste em estudo, positivo ou negativo (Quadro 1.1). Assim, 
sao apresentadas quatro possibilidades de resultados: (1) ver- 
dadeiro-positivo (VP), quando o resultado do teste e positivo 
na presen^a de doen^a; (2 ) falso-positivo (FP), quando o resul¬ 
tado e positivo na ausencia de doen^a; (3) verdadeiro-negativo 
(VN), quando o resultado e negativo na ausSncia de doen^a; 
(4) falso-negativo (FN), quando o resultado e negativo na pre¬ 
sent de doen^a. 


Sensibilidade 

A sensibilidade de um teste refere-se a porcentagem de 
resultados positivos pelo teste na popula^ao de doentes, ou 
seja, a propor^ao de resultados verdadeiro-positivos. Esse 
conceito e diferente da sensibilidade da tecnica, que mede o 
limiar de detec^ao, definido pela visualiza^ao direta ou indi- 
reta da rea^ao antigeno e anticorpo, que, muitas vezes, nao e 
aplicada para fins de diagnostico. 

Utilizando os dados do Quadro 1.1 podemos estabelecer a 
sensibilidade do teste em estudo, pela rela^ao: 

Sensibilidade = —— - 

VP + FN 

Especificidade 

A especificidade de um teste sorologico e definida pela por¬ 
centagem de resultados negativos pelo teste nos individuos 
nao doentes, ou seja, a propor^ao dos verdadeiro-negativos. 
A especificidade do teste pode ser influenciada por inume- 
ros fatores que levam a resultados falso-positivos. Anticorpos 
naturais e heteroanticorpos, normalmente IgM contra dife- 
rentes epitopos, levam a resultados falso-positivos do teste 
de hemaglutina^ao para o diagnostico da doen^a de Chagas. 
Individuos polinfectados por parasites intestinais apresentam 
um somatorio de componentes antigenicos que induzem a 
forma^ao de anticorpos que cruzam com inumeros antigeno s- 
alvo dos testes sorologicos. Condutas laboratoriais, como a 


Quadro 1.1 ■ Combinagao binaria entre os provaveis resultados 
obtidos em um determinado teste e o diagnostico verdadeiro da 
doenca. 


Doen;a j Diagnostico verdadeiro 
Teste Presente Ausente 


Positivo 

Verdadeiro-positivos (VP) 

Falso-positivos (FP) 

Negativo 

Falso-negativos (FN) 

Verdadeiro-negativos (VN) 

Total 

VP + FN 

FP+VN 


utiliza^ao de reagentes quimicos, sao empregadas para mini- 
mizar o problema dos resultados falso-positivos. Por exemplo, 
a utiliza^ao de 2-mercaptoetanol, para diluir amostras de soro, 
elimina anticorpos IgM sem prejuizo na detec^ao dos anticor¬ 
pos IgG. 

Atualmente, para melhorar a especificidade dos testes, 
epitopos de microrganismos obtidos por recombina^ao 
genetica ou sintese peptidica tem sido utilizados. Esse 
procedimento pode levar a perda na sensibilidade dos tes¬ 
tes. 

Utilizando os dados do Quadro 1.1, podemos estabelecer a 
especificidade de um teste sorologico pela rela^ao: 


Especificidade - 


VN 

VN + FP 


Em muitas ocasioes, e dificil, para o laboratorista que 
deseja garantir a qualidade do seu trabalho, a sele^ao de uma 
amostragem confiavel para a defini^ao dos parametros de 
sensibilidade e especificidade. Nesse caso, costuma-se rela- 
cionar os resultados do teste que esta sendo padronizado 
com um teste referenda. Nesse caso, os indices obtidos serao 
de sensibilidade relativa ou copositividade e especificidade 
relativa ou conegatividade. Para estabelecer esses valores, 
deve-se levar em conta a sensibilidade e a especificidade do 
metodo de referenda. 


Efidenda 

A efidencia do teste sorologico refere-se a rela^ao entre o 
somatorio dos resultados verdadeiro-positivos e verdadeiro- 
negativos com a popula^ao estudada. Evidentemente, quanto 
mais proximo de 1, melhor sera o teste em estudo. 

Pelos dados do Quadro 1.1, pode-se estabelecer a efidencia 
de um teste como sendo: 


Efidencia = 


VP +VN 

VP + VN + FP + FN 


- Parametros que dependent da 
prevalence da doen^a 

Os valores preditivos dos resultados positivos ou negativos 
dependem nao apenas da sensibilidade e da especificidade do 
teste, como tambem da p re Valencia da doen^a que esta sendo 
diagnosticada na popula^ao em estudo. 

Prevalencia pode ser definida como a porcentagem de indi¬ 
viduos doentes em uma popula^ao. Sao considerados indivi¬ 
duos doentes os verdadeiro-positivos somados aos falso-nega- 
tivos (VP + FN). 


Prevalencia = 


VP + FN 

VP + VN + FP + FN 


Definimos como prevalencia sorologica a porcentagem de 
casos positivos pelo teste (VP + FP) em uma popula^ao. 


Prevalencia sorologica = 


VP + FP 

VP + VN + FP + FN 


Dos conceitos anteriormente mencionados, pode-se esta¬ 
belecer a prevalincia verdadeira , definida como a rela^ao entre 
a prevalencia sorologica somada a especificidade menos 1, e a 
sensibilidade somada a especificidade menos 1. 


Prevalencia verdadeira — 


Ps + E - 1 
S + E- 1 
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Valor preditivo de um resultado positivo 

O valor preditivo de um resultado positivo (VPP) pode ser 
calcuiado pela propor^ao de individuos doentes entre os resul- 
tados positivos obtidos no teste em estudo; portanto, refere-se a 
probabilidade de doen^a quando o resultado do teste e positivo. 


VPP = 


VP 

VP + FP 


Valor preditivo de um resultado negativo 

O valor preditivo de um resultado negativo (VPN) pode 
ser calcuiado pela propor^ao de individuos nao doentes entre 
os resultados negativos do teste em estudo; portanto, refere-se 
a probabilidade de nao ocorrencia de doen^a quando o resul¬ 
tado do teste e negativo. 


VPN = 


VN 

VN + FN 


As expressoes citadas sao derivadas simplificadas do teorema 
de Bayes (definido adiante). O teorema de Bayes e uma expressao 
algebrica que possibilita calcular os valores preditivos dos resulta¬ 
dos positivos e negativos; ou sej a, a probabilidade da ocorrencia ou 
nao da doen 9 a, quando sao conhecidas a prevalencia da doen 9 a e 
a sensibilidade e a especificidade do teste que esta sendo utilizado. 

Considerando as defini^oes de sensibilidade, especifici- 
dade, VPP, VPN e prevalencia feitas a partir do Quadro 1.1, e 
que esses valores sao probabilidades e variam de 0,00 a 1,00, 
pode-se dizer que: 

VP = Sensibilidade x Prevalencia 
FN = (1 - Sensibilidade) x Prevalencia 
VN = Especificidade x (1 - Prevalencia) 

FP = (1 - Especificidade) x (1 - Prevalencia) 


Portanto, pelas defini^oes de VPP e VPN: 


VPP 


VP 

VP + FP 


Sensibilidade x Prevalencia 

(Sensibilidade x Prevalencia) + (1 - Especificidade) x (1 - Prevalencia) 


VPN = 


VN 

VN + FN 


Especificidade x (1 - Prevalencia) 

[Especificidade x (1 - Prevalencia)] + [(1 - Sensibilidade) x Prevalencia] 

Com os parametros anteriormente referidos, e possivel cal¬ 
cular os VPP e VPN de um teste, cujos Indices de sensibilidade 
e especificidade sao conhecidos, quando ocorre variai^ao na 
prevalencia. Exemplificando, quais seriam os VPP e VPN de 
um teste, com indices de 95% de sensibilidade e 95% de especi¬ 
ficidade no diagnostico de uma doen^a com 1% (Quadro 1.2) 
e 20% (Quadro 1.3) de prevalencia, respectivamente, e com 
uma amostragem de 2.000 individuos? 

Conforme demonstrado, quanto maior a prevalencia da 
doen^a, maior sera o valor preditivo de um resultado positivo 
do teste, e, quanto menor a prevalencia, maior sera o valor pre¬ 
ditivo de um resultado negativo do teste. 

Chance ou odds 

O teorema de Bayes possibilita relacionar a probabilidade 
pre-teste (que e a prevalencia da doen^a) com a probabilidade 
pos-teste (que e o valor preditivo positivo do teste). Tambem 
e util quando expresso em termos de chance (odds) de um 


Quadro 1.2 ■ Resultados de um teste com indices de 95% de sensibilidade e 95% de especificidade no diagnostico de uma doenfa com 1 % de 
prevalencia em uma populafao de 2.000 individuos. 


Doerya | Diagnostico verdadeiro 


Teste 

Presente 

Ausente 

Total 

Positivo 

19 

99 

118 

Negativo 

1 1 

1.881 

1.882 

Total 

I 20 

1.980 

2.000 

A partir dos dados apresentados, temos: VPP = 

= ’- 0,16 ou 16% eVPN = ]'5JI 
118 1.882 

= 0,999 ou 99,9%. 



Quadro 1.3 ■ Resultados de um teste com indices de 95% de sensibilidade e 95% de especificidade no diagnostico de uma doen^a com 20% de 
prevalencia em uma populafao de 2.000 individuos. 


Doen;a | Diagnostico verdadeiro 


Teste 

Presente 

Ausente 

Total 

Positivo 

380 

80 

460 

Negativo 

20 

1.520 

1.540 

Total 

400 

1.600 

2.000 

A partir dos dados apresentados, temos: VPP 

= J = 0,82 ou 82% e VPN = 1 - 520 - 0,98 ou 98%. 

460 1.540 
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evento, mais do que de probabilidade. A chance ou odds de um 
evento acontecer e expressa pela rela^ao: 


Chance (odds) = 


P 

(1-P) 


em que P e igual a probabilidade. 

Por exemplo, a probabilidade de 80% corresponde a quatro 
chances de doen^a contra uma chance de nao doen^a, segundo 
essa formula, pois: P - 80% = 0,8 (corresponde a chance = 
0,8/1 - 0,8 = 4). Chance ou odds e probabilidade sao relacio- 
nados, mas os numeros nao sao identicos. A chance ou odds 
e expressa como fra^oes com numero 1 no denominador, e a 
probabilidade e expressa como uma fraqao decimal variando 
de zero a um, ou como um percentual. 

Ao multiplicar a chance de um evento pre-teste pela like¬ 
lihood ratio (LR) ou taxa de probabilidade, pode-se calcular a 
chance do evento pos-teste. 


Chance de doenqa pos-teste = chance de doen^a pre-teste x LR 


A LR e uma medida potente da precisao de um teste. A LR 
para um resultado de um teste indica como o resultado obtido 
com esse teste pode aumentar ou diminuir a probabilidade de 
doen 9 a. E expressa por relaqoes quando os dados avaliados sao 
expressos em sensibilidade e especificidade. 


LR do resultado positivo (+) = 
LR do resultado negativo (-) = 


Sensibilidade 
1 - Especificidade 
1 - Sensibilidade 
Especificidade 


As LR sao estaveis em rela^ao as mudanqas na prevalencia 
da doen^a, diferentemente dos valores preditivos, que depen- 
dem da prevalencia da doen^a na popula^ao. Utilizando os 
dados do Quadro 1.1, podem-se expressar as LR como: 


LR (+) = 
LR (-) = 


YP/(VP + FN) 
FP/(FP + VN) 
FN/(VP + FN) 
VN/(FP + VN) 


E obvio que o valor preditivo positivo e baixo, mas se forem 
considerados outros parametros, e possivel chegar a conclusao de 
que, embora seja baixo, o VPP = 19,8% e muito bom. O exemplo 
dado por Gambino e otimo e facilita a compreensao dos dados 
apresentados no Quadro 1.4. Imagine o teste aplicado para sele- 
cionar cavalos de raqa como potenciais vencedores de corridas. 
A primeira probabilidade (pre-teste) de acertar um cavalo ven- 
cedor ao acaso entre 10.000 cavalos e somente de 0,005 (preva¬ 
lencia de 0,5%). A chance {odds) de acerto e dada por: 

Chance (odds) = t Q q 0 qq 5 = °’ 00502 


A chance de acerto (chance pre-teste) e de 0,00502 para 1. 
Muito pequena para um apostador que deseja ganhar. Para 
aumentar a chance do apostador ganhar, aplica-se o teste nos 
10.000 cavalos e tem-se um novo valor, que e dado pelo total de 
positivos no teste, ou seja, 248. Esse numero representa o total 
de cavalos selecionados pelo teste com potencial de veneer. Mas, 
como os verdadeiro-positivos sao 49, isso significa que apenas 
49 serao vencedores. A probabilidade antes da aplica^ao do teste 
(que e a prevalencia da doen^a) era de 1/200. Aplicando-se o teste, 
a probabilidade passa a ser de 49/248 - 1/5; ou seja, de 20%. 

A chance de acerto, que era de 0,00502 para 1, passou a ser 
de 0,25 para 1! 

248 

Chance (odds) =-— = 0,0254 

1 - 248 

Chance (odds) pos-teste = 0,0254/0,00502 = 5 


Conhecendo a LR(+), pode-se, facilmente, converter a 
chance que o apostador tinha (pre-teste) em chance apos o 
teste, por simples multiplica^ao. 

Chance (odds) pos-teste - chance (odds) pre-teste x LR 

No exemplo, chance pre-teste: 0,005 para 1; chance pos- 
teste: 0,25 para 1 (o que significa um aumento de 50 vezes). 

Alguns outros parametros extrinsecos devem ser conside¬ 
rados na validaqao de um teste, como precisao, acuracia ou 
exatidao e reprodutibilidade. 


Para mais bem compreender esses parametros, segue um 
exemplo, conforme publicado por Gambino, 1991: Imagine 
um teste para a doen^a de Chagas que apresente as seguintes 
caracterfsticas: sensibilidade de 98% e especificidade de 98%. 
Aplica-se, entao, esse teste para uma popula^ao de banco de 
sangue de areas nao endemicas do Brasil (10.000 individuos) 
com baixa prevalencia (P = 0,5%) (Quadro 1.4). 

Com esses dados, podem-se calcular os valores preditivos 
positivo e negativo. 

VPP = = 19,8% 

i 18 

9 751 

VPN = —— = 99,98% 

9.752 


- Parametros extrinsecos 

Precisao 

Precisao e um parametro que determina existir concor- 
dancia dos resultados obtidos quando um mesmo teste e feito 
varias vezes; mede o erro acidental do metodo, que corres¬ 
ponde ao erro experimental acumulado. 

Acuracia ou exatidao 

E um parametro que determina a capacidade do teste em 
fornecer resultados muito proximos ao verdadeiro valor do que 
se esta medindo. A medida da exatidao torna possivel detectar 
erro sistematico ou tendencia dos resultados de se desviarem 
em uma dada dire^ao e propor^ao em rela^ao ao valor real. 


Quadro 1 A • Dados da aplica$ao de um teste com sensibilidade de 98%, especificidade de 99%, para triagem da doen;a de Chagas em 10.000 
amostras de sangue de banco de sangue, em que a prevalencia da doenp de Chagas e de 0,5%. 




Doen^a | Diagnostics verdadeiro 


Teste 

Presente 

Ausente 

Total 

Reagente 

49 

199 

248 

Kao reagente 

1 

9.751 

9.752 

Total 

50 

9.950 

10.000 
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Reprodutibilidade 

Refere-se a obten^ao de resultados iguais em testes reali- 
zados com a mesma amostra do material biologico, quando 
feitos por diferentes pessoas em locais distintos e se garante 
quando a precisao e a exatidao sao sempre avaliadas. A varia- 
9 §o da reprodutibilidade esta associada a fatores relaciona- 
dos com erros acidentais ou sistematicos que podem ser 
evitados quando se trabalha com profissionalismo, aparelhos 
bem calibrados, reagentes confiaveis e ambiente saudavel. A 
introdu^ao de um soro de referenda perfeitamente definido e 
de boa procedencia, como rotina diagnostica, ajuda a deiec- 
tar a ocorrencia de erros sistematicos ou acidentais. Muitas 
vezes, erros humanos podem ser a causa da nao reprodutibi¬ 
lidade dos resultados, principalmente quando o laboratorista 
inventa sua propria metodologia de trabalho, sem atender 
as especifica^oes dos fabricantes mencionadas nas bulas dos 
produtos. 

A reprodutibilidade pode ser avaliada intrateste ou inter¬ 
teste. Reprodutibilidade intrateste refere-se a repeti^ao do 
teste ao mesmo tempo, por ensaios em replicata do mesmo 
material. Reprodutibilidade interteste refere-se a repeti^ao 
da mesma amostra em testes realizados em dias diferentes e 
em laboratories distintos. A varia^ao da reprodutibilidade 
pode ser medida pelo desvio padrao (DP), expresso pela 
formula: 

DP = V'(X - X) 2 /N - 1 


que pode ser tambem expresso como coeficiente de varia^ao 
(CV): 


cv = 


DP x 100 
X 


A reprodutibilidade tambem pode ser medida pelo grau 
de concordancia entre os resultados de dois ou mais observa- 
dores, calculando-se o indice kappa, a partir do Quadro 1.5. 
O indice kappa leva em considerate as propor^oes das con¬ 
cordances esperadas (Pe) e das observadas (Po). O valor de 
kappa varia de negativo a 1. O Quadro 1.6 apresenta a classifi- 
ca^ao do indice kappa. 

Po = a + d/N (essa propor^ao nao leva em conta os resulta¬ 
dos concordantes que ocorrem em fun^ao da chance). 

Pc _ [(a + b)(a + c)] + (c + d)(b + d) 

N 2 

Po — Pc 

Indice kappa (k) = 

1 - Pe 


► Aplica^ao de testes diagnostics 

- Escolha de um limiar de reatividade ou cut-off 


Quadro 1.6 ■ 

Classificato do indice kappa, segundo Fleiss (1985). 

Valor de kappa 

Concordancia 

| 0 

— 

0,00 a 0,20 

Ruim 

0,21 a 0,40 

Fraca 

0,41 a 0,60 

Moderada 

0,61 a 0,80 

Substantial 

0,81 a 1,00 

Quase perfeita 


do qual os resultados sao considerados positivos e indicam 
os doentes, e abaixo os resultados sao dados como negati¬ 
ves e correspondem aos nao doentes. Para exemplificar, sera 
analisada uma curva de distribui^ao de frequencia de titulos 
de anticorpos normalmente observada na popula^ao-alvo 
(Figura 1.1). 

Analisando a curva A, de individuos nao doentes, obser- 
va-se alta frequencia de soros reagentes com baixos titulos que 
progressivamente vao se negativando. Imbricada a essa curva, 
tem-se a curva B de individuos doentes, que apresenta uma 
frequencia menor de soros reagentes com titulos elevados. 

A reatividade observada na curva A ocorre por rea^oes 
inespecificas de anticorpos a diferentes estimulos antigenicos, 
principalmente relacionados com epitopos comuns encon- 
trados em inumeros microrganismos parasitos da microflora 
normal, ou em individuos poliparasitados. 

Quanto menor for a frequencia no ponto de encontro das 
curvas, maior sera a discriminate) entre os resultados soro- 
logicos na popula^ao estudada. No teste ideal nao existiria o 
ponto de encontro das curvas e facilmente seriam discrimina- 
dos os individuos doentes dos nao doentes. 



Entende-se como limiar de reatividade ou cut-off a regiao 
de corte de um teste diagnostico, ou seja, um valor acima 


Figura 1.1 Curva de distribui^ao da frequencia de titulos de anticorpos 
normalmente observada na populate*. 


Quadro 1.5 * Calculo do indice kappa. 



Observador 2 



Positivo 

Negativo 

Total 

Observador 1 Positivo 

a 

b 

a + b 

Negativo 

c 

d 

c + d 

Total 

a + c 

b + d 

N 
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Assim, para determinant) do limiar de reatividade, deve- se 
saber a que se destina o teste. Se for para uso em banco de san- 
gue, e necessario um teste com maxima sensibilidade. Assim, 
a regiao de corte seria deslocada para a esquerda, isto e, o cut¬ 
off seria em menor dilui^ao do soro. Nesse caso, o numero de 
resultados falso-positivos tende a aumentar, o que pode levar 
a um panico social se os individuos sorologicamente positi¬ 
ves nao forem acompanhados clinica e epidemiologicamente. 
Infelizmente, nem todos os bancos de sangue dispoem desses 
services, e a marginaliza^ao de individuos sorologicamente 
positivos, mas com falsos resultados, tern aumentado si stem a- 
ticamente nos grandes centros urbanos. 

Se o teste for ser usado em laboratorio clinico, onde a pre- 
Valencia teoricamente e muito alta, e necessario um teste com 
maxima especificidade. Desse modo, a regiao de corte e des¬ 
locada para a direita, isto e, o cut-off seria em maior dilui^ao 
do soro. O aumento do numero de resultados falso-negativos e 
compensado pela verdadeira historia clinica do paciente. 

Em inqueritos epidemiologicos, e necessario um teste com 
alta sensibilidade, considerando a baixa prevalencia da doen^a 
na popula^ao. 

Se o teste for ser usado para avaliar o efeito de uma vacina, 
o parametro mais importante e a especificidade do teste, con- 
siderando o risco de a doen^a ocorrer nos individuos vacina- 
dos. Um teste com baixa especificidade ira fornecer muitos 
resultados falso-positivos que vao caracterizar a vacina como 
nao eficaz. 

A Figura 1.2 exemplifica a varia^ao do limiar de reatividade 
como anteriormente referido. A sensibilidade e a especifici¬ 
dade de um teste sao inversamente correlacionadas. 

A determina^ao do limiar de reatividade e feita a partir da 
media dos resultados obtidos com amostras de individuos nao 
doentes mais n vezes o desvio padrao (n pode ser 1, 2, 3 etc.), 
ate que o valor obtido em densidade optica seja igual ao basal 
da popula^ao de individuos nao infectados. Nos testes imuno- 
enzimaticos ocorrem com muita frequencia varia^oes de den- 
sidades opticas entre diferentes placas. Para minimizar esse 
efeito, pode-se utilizar um soro limiar de reatividade (SLR) 
para uniformizar os resultados obtidos. O SLR e preparado 
a partir de pool de soros reagentes diluido em pool de soros 
nao reagentes ate a obten^ao de densidade optica igual a basal 
da popula^ao nao infectada. Os resultados sao fornecidos em 



Figura 1.2 Curva de distribuigao da freq uencia de titulos de anticorpos, 
que mostra regioes de corte para obtengao de maxima sensibilidade 
e/ou maxima especificidade. 


indice de reatividade que se obtem dividindo-se a densidade 
optica da amostra teste pela densidade optica do SLR. 

- Curva receiver operating characteristics 

Quando um teste diagnostico produz medida continua, e 
conveniente selecionar um cut-off diagnostico para calcular a 
sensibilidade e a especificidade. Para cada cwf-qff estabelecido, 
ha uma sensibilidade e uma especificidade correspondente. 
Um grafico com a sensibilidade no eixo do y e a taxa de falso- 
positivos (1 - especificidade) no eixo do x para todos valo- 
res de cwf-ojf possfveis do teste diagnostico mostrara a curva 
resultante conhecida como receiver operating characteristic 
curve (ROC), ilustrada na Figura 1.3. Esta curva representa 
o desempenho de um teste; um teste perfeito seria aquele 
sem falso-positivos ou falso-negativos e seria representado 
por uma linha que se iniciasse na origem e subisse vertical- 
mente ate 1 no eixo y, isto significaria zero de falso-negativos. 
Um teste que tenha falso-positivos na mesma propor^ao de 
verdadeiro-positivos apresentaria uma linha na diagonal. Se 
dois ou mais testes estao disponiveis para o mesmo problema 
clinico pode-se comparar as curvas ROC. Quanto maior a area 
embaixo da curva, melhor o teste. 



1 - E 

Figura 1.3 Exemplo de uma curva ROC [receiver operating characte¬ 
ristics). Eixo y: probabilidade de resultados positivos na ocorrencia de 
doenga; eixo x: probabilidade de teste positivo na ausencia de doenga. 
0 ponto mais a esquerda e mais acima corresponde ao mel hor ponto de 
corte para o teste em questao: maior sensibilidade com menor numero 
de falso-positivos (1 - E), tornando o diagnostico mais acurado. 
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► Introdugao 

Os testes sorologicos ou imunoensaios sao tecnicas para 
detectar e quantificar antigenos e anticorpos, ou outras subs¬ 
tancias que desempenhem o papel de antigeno no ensaio, tais 
como farmacos, hormonios, acidos nucleicos, citocinas, recep- 
tores de celulas etc. Podem utilizar reagentes m area do s ou nao 
marcados. Os ensaios classicos com reagentes nao marcados, 
como os que se baseiam no principio da precipitagao, tem sen- 
sibilidade de deteegao menor, pois e necessaria a formagao de 
grandes complexos antigeno-anticorpo para que sejam detec- 
tados. Por outro lado, sistemas automatizados que utilizam o 
principio da precipitagao, como a nefelometria e a turbidime- 
tria, apresentam sensibilidade bem maior. Nos ensaios com 
reagentes marcados, estes amplificam o sinal, aumentando 
a sensibilidade de deteegao. Os marcadores comumente uti- 
lizados sao os radioativos, enzimaticos, fluorescentes e qui- 
mioluminescentes. A amplificagao do sinal tambem pode ser 
obtida com o emprego de particulas, como na aglutinagao e 
nos metodos automatizados de precipitagao, que sao hibridos 
entre os metodos com reagentes marcados e nao marcados. 

Nas ultimas decadas, houve grande desenvolvimento nos 
testes para imunodiagnostico em relagao aos anticorpos e 
antigenos empregados e tambem em relagao aos metodos. O 
advento dos anticorpos monoclonais proporcionou um grande 
avango porque possibilitou a produgao, em grandes quantida- 
des, de anticorpos homogeneos e totalmente caracterizaveis. 
Esses anticorpos, altamente especificos, sao a base de varios 
testes de pesquisa de antigenos, hormonios, farmacos etc. Por 
outro lado, a analise da estrutura dos principals componen- 
tes antigenicos dos microrganismos levou a identificagao dos 
antigenos mais importantes na deteegao de anticorpos. Tais 
antigenos podem ser preparados, em larga escala, por sintese 
peptidica e tecnologia recombinante, o que aumenta a especi- 
ficidade dos testes para a pesquisa de anticorpos. Com relagao 
aos metodos, tem sido observada uma tendencia ao aperfeigoa- 
mento e a consolidagao dos testes ja existentes, e, ao mesmo 
tempo, ao emprego de tecnologias emergentes. Essas estrate- 
gias objetivam aumentar o nivel de sensibilidade e de confia- 
bilidade dos resultados obtidos e tornar os testes mais rapidos, 
de mais simples execugao e adaptaveis a processos automa¬ 
tizados ou a ensaios point-of-care para aplicagao em consul- 
torios, clinicas, domicilios, areas remotas etc. Um importante 
avango tem sido o desenvolvimento de metodos multiparame- 
tricos (que possibilitam a deteegao de substancias diferentes, 
simultaneamente, em um mesmo ensaio) para a pesquisa de 
anticorpos, antigenos, hormonios, medicamentos etc., que 
possam ser implementados na rotina laboratorial. 

Os testes sorologicos tem se tornado cada vez mais refinados 
e de execugao simples, porem, para garantir a qualidade dos 
resultados e necessario manter um controle bem rigoroso. As 
tecnicas devem ser cuidadosamente padronizadas, observando 
aspectos como a concentragao do antigeno, a especificidade dos 
anticorpos, o titulo dos conjugados, o tempo, a temperatura e 
os diluentes. A fim de eliminar erros sistematicos, e aconselha- 
vel manter um programa de controle de qualidade permanente 
para avaliar equip amentos, reagentes e outros fatores. Os tes¬ 
tes devem ser monitorados sistematicamente, empregando-se 
amostras de painel de soros rigorosamente padronizados. Os 
protocolos dos testes devem ser seguidos a risca e as medidas 
devem ser feitas com exatidao, evitando-se erros esporadicos. 
As condigoes de realizagao do teste e de leitura dos resultados 
devem ser padronizadas em cada laboratorio. 


As metas para o laboratorio clinico devem ser melhorar a 
disponibilidade, a exatidao e a precisao dos testes de interesse 
clinico, garantir a correta interpretaqao dos resultados, facilitar 
a transmissao de dados e avaliar a importancia de novos testes 
introduzidos. Nesse sentido, maior conhecimento dos meto¬ 
dos e principios utilizados na pesquisa de antigenos e anti¬ 
corpos pode auxiliar na aplica^ao e interpreta^ao da grande 
variedade de tecnicas disponiveis. 

Neste capitulo sao descritas tecnicas para a pesquisa de 
antigenos, anticorpos e outras substancias que desempenham 
o papel de antigenos nos ensaios e sao importantes no labora¬ 
torio clinico, como suporte e complementa^ao ao diagnostico, 
desde que utilizadas em condi^oes otimas de padroniza^ao e 
controle de qualidade e ressalvadas suas indica^oes e limita- 
<;6es. E importante salientar que este capitulo nao tem a pre- 
tensao de ser um manual de tecnicas, mas sim uma revisao 
de metodos, com seus principios fundamentals e aplica^oes 
principals, para a pesquisa de antigenos e anticorpos. 

*■ Predpitagao 

As tecnicas de precipita^ao, fundamentadas na quantifi- 
ca^ao de precipitados produzidos pela rea^ao antigeno-an¬ 
ticorpo, come^aram ha mais de 100 anos. Em 1897, Rudolf 
Kraus, em Viena, relatou a precipita^ao que ocorria devido a 
interaqao de antigenos soluveis e seus antissoros correspon- 
dentes e, em 1905, Bechhold, na Alemanha, apresentou seus 
experimentos sobre precipitados em geis. 

A quantidade de precipitado formado quando se adiciona 
antigeno a uma concentra^ao constante de anticorpo e carac- 
terizada por uma curva parabolica, descrita por Heidelberger 
e Kendall em 1935. Essa quantidade de precipitado depende 
de varios fatores fisico-quimicos e imunologicos, mas princi- 
palmente das concentra 9 oes relativas do antigeno e do anti¬ 
corpo. Quando as quantidades de antigeno e de anticorpo 
sao equivalentes (regiao de equivalencia), a precipita^ao e 
maxima, e decresce quando ha excesso de antigeno ou anti¬ 
corpo (Figura 2.1). Precipitados ja formados podem se dissol¬ 
ver quando expostos a excesso de um dos reagentes, devido a 
reversibilidade da liga^ao antigeno-anticorpo. O fenomeno de 
prozona ocorre quando ha excesso de anticorpo e pode cau- 



Figura2.1 Curva de precipitagao representando a quantidade de pre¬ 
cipitado formado na reagao antigeno-anticorpo com concentragoes 
crescentes de antigeno e quantidade fixa de anticorpo. 
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sar erros na interpreta^ao dos resultados, tornando necessdrio 
realizar a titula^ao do anticorpo com quantidades fixas de 
antigeno para evitar tais erros. Podem precipitar na presen^a 
de anticorpos especificos, alem de proteinas, carboidratos e 
complexes glicolipidicos. 

- Imunodifusao 

A difusao de uma substancia soluvel em um meio fluido 
e um processo pelo qual a substancia e transportada, de uma 
parte para outra, como resultado do movimento molecular ao 
acaso. A difusao pode ser efetuada em um meio gelificado, que 
impede a forma^ao de correntes por diferen^as de tempera¬ 
tura. Se os poros do gel forem consideravelmente maiores do 
que as particulas, a difusao ocorrera como em um meio fluido. 
Quando os imunoprecipitados sao formados no gel de agar 
ou agarose, o tamanho dos agregados fica maior do que o dia- 
metro dos poros e evita-se a difusao dos complexos antigeno- 
anticorpo. As tecnicas de imunodifusao detectam a rea^ao 
antigeno-anticorpo por meio da forma^ao de um precipitado. 

A imunodifusao pode ser simples ou dupla. Na imunodifu¬ 
sao simples, o antigeno ou o anticorpo permanecem fixados ao 
suporte e o outro se difunde ate que ocorra a precipita^ao do 
complexo. Na imunodifusao dupla, tanto o antigeno quanto 
o anticorpo se movem, um em dire^ao ao outro, ate haver a 
precipita^ao. Em ambos os casos, a difusao pode ser linear 
(unidimensional) ou radial (bidimensional). 

Imunodifusao simples em uma dimensao 

O metodo de Oudin (1946) baseia-se na difusao simples 
em uma dimensao e permite a analise qualitativa e quantita- 
tiva dos sistemas de precipita^ao. Nessa tecnica, o antissoro 
e incorporado ao agar e essa mistura e colocada em um tubo 
ate for mar uma coluna de 35 a 45 mm de altura. Apos a gelifi- 
ca$ao, o antigeno e colocado no topo da coluna. Os tubos sao 
selados, para evitar evapora^ao, e deixados a uma temperatura 
constante durante o periodo de observa^ao, que e, em geral, de 
1 semana. A fim de induzir a difusao do reagente externo no 
gel, sua concentra^ao deve ser bem maior do que a do reagente 
contido no gel. 

Dupla imunodifusao de Ouchterlony 

O metodo de dupla difusao em gel de agar foi descrito em 
1947 por Ouchterlony, na Suecia, e se baseia na precipitaqao 
que ocorre na regiao de equivaldncia, perpendicular a linha 
do eixo entre os orificios, quando o antigeno e o anticorpo se 
difund em no agar. O complexo antigeno-anticorpo apresen- 
ta-se sob a forma de linha ou arco de precipita^ao. A veloci- 
dade de difusao de cada substancia e regida pelas leis da difu¬ 
sao e depende da concentra^ao e do tamanho da molecula, do 
tamanho dos poros do gel, da temperatura, da concentra^ao 
do agar e de sua pureza. 


O teste e realizado colocando-se uma camada de agar em 
laminas de vidro ou placas de Petri previamente recobertas 
por uma fina camada de agar. Apos a gelificaqao sao feitos ori¬ 
ficios no agar, de acordo com o sistema a ser analisado. As 
solu^oes que cont£m o antigeno e o anticorpo sao colocadas 
nos orificios do agar, e as placas ou laminas sao incubadas em 
camara umida com veda^ao por 18 a 48 h a 37°C, ou por 2 a 
3 dias a temperatura ambiente. 

Cada linha em um espectro de precipita^ao corresponde a 
um par antigeno-anticorpo. Cada precipitado funciona como 
uma barreira para os reagentes que o formam e impede sua 
difusao alem do sitio de precipita^ao. Essa barreira e imuno- 
especifica e a difusao de outros reagentes nao e impedida, a 
menos que a densidade dos agregados provoque um obstaculo 
mecanico. 

O metodo de Ouchterlony permite a compara^ao de 
varios sistemas antigenicos, desde que colocados em orifi¬ 
cios adjacentes, contra um mesmo sistema de anticorpos, 
formando varios padroes que indicam a existencia, ou nao, 
de determinantes antigenicos comuns. As linhas formadas 
podem ser completamente coalescentes se os anticorpos 
forem especificos para os mesmos determinantes antigeni¬ 
cos em cada prepara^ao (identidade imunologica); podem 
apresentar um “esporao”, como no caso de antigenos com 
alguns determinantes em comum, parcialmente relaciona- 
dos (identidade parcial); ou podem formar uma interse- 
<;ao, indicando a ausencia de determinantes antigenicos em 
comum (nao identidade) (Figura 2.2), Quando os reagentes 
estao em quantidades balanceadas, a linha de precipita^ao 
formada tera curvatura volfada para o orificio que contem a 
substancia de maior peso molecular e se difunde mais len- 
tamente. 

O metodo pode ser utilizado para avalia^oes semiquanti- 
tativas, quando se conhece a especificidade das linhas de pre- 
cipita^ao, como, por exemplo, na titula^ao de antigenos ou de 
anticorpos. Podem-se caracterizar antigenos de varios agentes 
infecciosos empregando-se anticorpos de especificidade e rea- 
tividade conhecidas. A forma 9 ao de uma unica linha de pre- 
cipita^ao da indicios da pureza do antigeno ou do anticorpo, 
porem nao com muita precisao. 

O metodo apresenta varias limita^oes, pois requer 18 a 24 h 
de difusao para que a reaqao se processe, nao sendo util em 
casos em que se necessita de um metodo rapido de diagnos- 
tico. Ao mesmo tempo, apresenta sensibilidade baixa e limi- 
ta-se a detec^ao de rea^oes antigeno-anticorpo em que ha a 
formaqao de precipitados. 

Imunodifusao radial simples 

Foram desenvolvidos dois metodos principals de imunodi¬ 
fusao radial simples para realizar a determina^ao quantitativa 
de antigenos, o de Mancini e o de Fahey, ambos em 1965. A 
diferenqa entre essas tecnicas esta no tempo de difusao. 




Figura 2.2 Padroes da reagao de dupla imunodifusao de Ouchterlony em gel de agar. A. Rea^ao de identidade - indica a presenga de determi¬ 
nantes antigenicos identicos. B. Rea^ao de nao identidade - indica a present de determinantes antigenicos nao relacionados. C. Reagao de 
identidade parcial - indica a present de determinantes antigenicos parcialmente relacionados. 
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Em ambos os metodos, o agar e misturado com a dilui^ao 
apropriada do anticorpo especifico para determinado anti- 
geno e a mistura e colocada em placa de Petri ou lamina de 
vidro. Em locais apropriados do gel, sao feitos orificios onde 
se colocam volumes precisos das solutes de antigeno a serem 
testadas, bem como solutes padrao, com pelo menos tres 
concentrates conhecidas do antigeno (Figura 2.3). O suporte 
e incubado em camara umida ate o termino da difusao (48 
a 72 h no metodo de Mancini) ou por 6 a 12 h (no metodo 
de Fahey). Se houver quantidade de anticorpo suficiente e na 
ausencia de restri^oes a difusao livre do antigeno, o diametro 
do halo de precipita^ao se correlaciona com a concentrateao 
do antigeno: enquanto o halo esta aumentando, o logaritmo 
da concentra^ao do antigeno e aproximadamente proporcio- 
nal ao diametro do halo no ponto final, e a area (quadrado 
do diametro) varia diretamente com a concentra^ao. A sen- 
sibilidade do teste pode variar de acordo com a concentrate 
do antissoro. Uma concentrate baixa de antissoro aumenta a 
sensibilidade, mas nao permite a medida de concentrates de 
antigeno em excesso. Por outro lado, uma alta concentrate de 
antissoro diminui a sensibilidade, mas permite a quantifica^ao 
de concentra 9 oes maiores de antigeno. 

O metodo de Mancini, que mede o diametro do halo apos 
o termino da difusao (ponto final), baseia-se no fato de que, 
apos certo tempo, dependendo da concentrate e do peso 
molecular da proteina, o halo de precipitate alcanna um valor 
maximo que nao aumenta ainda que o periodo de incubate 
seja ampliado. Para uma dada concentrate de anticorpo, ao 
termino da difusao, a area do halo formado (quadrado do seu 
diametro) e diretamente proporcional a concentrate do anti¬ 
geno no orificio. Em concentrates normais, o tempo neces- 
sario para atingir o diametro maximo e de 24 h para IgG e 
de 50 h para IgM, aproximadamente. Enquanto os halos do 
padrao e da amostra nao atingem seu tamanho maximo, nao 
se estabelece a relate linear entre a area (mm 2 ) e a concen¬ 
trate. Esse metodo e preciso, reprodutivel e sensivel, porem 
muito demorado. 

O metodo de Fahey e cinetico e os halos de precipitate 
podem ser medidos antes do termino da difusao (apos 6 a 
12 h) e, nesse caso, o logaritmo da concentrate do antigeno e 
proporcional ao diametro do halo. Empregando-se antigenos 
padrao diluidos em serie e possivel construir curvas padrao, 
e as equates que descrevem tais curvas podem ser utilizadas 
para determinar a concentrate de antigeno correspondente a 
qualquer diametro. 



Figura 2.3 Esquema da imunodifusao radial de Mancini. 0 anticorpo 
esta incorporado ao agar. Dilutes em serie do antigeno padrao (puro, 
diiuido a 1/2, a 1/4 e a 1/8) sao colocadas nos orificios do agar, e apos 
um periodo de difusao ocorre a precipitagao, formando-se halos de 
diametro decrescente na regiao de equivalence. A concentrate de 
antigeno na amostra desconhecida (A) pode serdeterminada em funto 
do diametro do halo por interpolate na curva padrao. 


A sensibilidade desses metodos varia de 1 a 3 pg/mf de 
antigeno. 

- Tecnicas que utilizam a eletroforese 

O termo eletroforese foi utilizado pela primeira vez por 
Michaelis, em 1906, para descrever a migrate de coloides sob 
a influencia de um campo eletrico. Na eletroforese, ocorre a 
migrato de particulas carregadas em um solvente condutor 
sob a influencia de um campo eletrico. Entre os fatores que 
governam a migrato estao a carga, o tamanho, a forma e o 
grau de solvatato das particulas, a concentrate, a fort 
i6nica e o pH do solvente, a temperatura e a viscosidade do 
meio e o carater e a intensidade do campo eletrico. 

As proteinas sao zwiterions, apresentam cargas positivas e 
negativas, e, assim, segundo o seu ponto isoeletrico e varia¬ 
tes de pH, podem migrar para o polo positivo se a carga da 
superficie for negativa, ou para o polo negativo se a carga for 
positiva. Em um campo eletrico de uma dada intensidade, 
proteinas diferentes migram com velocidades caracteristicas, 
o que permite defini-las em termos de sua mobilidade ele- 
troforetica. Essa mobilidade depende diretamente da carga 
liquida da proteina e inversamente da resistencia exercida pelo 
solvente e pelo suporte. A carga liquida da proteina depende, 
principalmente, do pH da solute. Se o pH do tampao for 
inferior ao ponto isoeletrico (pH em que a carga liquida da 
proteina 6 zero), a proteina migra como um cation para o polo 
negativo, havendo aumento na mobilidade com a diminui^ao 
do pH. Por outro lado, se o pH for superior ao ponto isoele¬ 
trico, a proteina migra como um anion para o polo positivo, 
havendo aumento da mobilidade com o aumento do pH. A 
carga de uma proteina tambem e influenciada pelo grau com 
que outro s ions em soluto se ligam a ela. A for^a ionica do 
tampao influencia a carga efetiva da proteina e> consequen- 
temente, a sua mobilidade. O aumento da for^a ionica dimi¬ 
nui a mobilidade, porem aumenta a resolute das bandas. Por 
outro lado, formas ionicas mais elevadas provocam aumento na 
corrente, na temperatura, nos tempos de corrida e na difusao. 
A escolha da for^a ionica do tampao e um ponto de grande 
importancia na eletroforese, sendo necessario otimizar as 
demais condi^oes, de acordo com o equipamento e as necessi- 
dades de cada laboratorio. 

A separa^ao das proteinas em um campo eletrico foi reali- 
zada pela primeira vez por Tiselius, em 1937, que utilizou a tec- 
nica de eletroforese de fronteira movel. No mesmo ano, Konig 
descreveu a eletroforese de zona ou eletroforese em suporte 
poroso empregando tiras de papel para separar as proteinas 
de veneno de cobra. Em 1950, Durrum utilizou a tecnica 
para separar as proteinas sericas, dando inicio a sua aplica- 
£ao na Quimica Clinica. Posteriormente foram introduzidos 
outros suportes, como gel de amido (1955), acetato de celulose 
(1957), gel de poliacrilamida (1959) e gel de agarose (1961). 
Em 1981, Jorgenson e Lukacs descreveram a eletroforese capi- 
lar utilizando coluna capilar de vidro e tampao aquoso para 
separar compostos carregados eletricamente, o que demons- 
trou o potencial da tecnica na separa^ao analitica. 

Eletroforese de zona 

Como ja mencionado, ha dois tipos basicos de suporte para 
a eletroforese de zona: os de papel (papel de filtro, acetato de 
celulose) e os de gel (amido, agarose e poliacrilamida). 

Na eletroforese de zona, com suportes de papel, devido 
a natureza hidrofilica da celulose, forma-se uma pelicula de 
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liquido sobre o papel de modo que a solugao sofre pouca 
influencia de fatores mecanicos. Desse modo, as macromole - 
culas sao separadas, quase que exclusivamente, com base na 
sua carga de superficie; quanto maior a carga, maior a veloci- 
dade de migragao. 

Empregando-se geis como suportes, a separagao e realizada 
de acordo com a carga e tambem o tamanho e a estrutura das 
moleculas. Macromoleculas de baixo peso molecular migram 
livremente de acordo com as respectivas cargas, enquanto as 
maiores ficam retidas nos poros do gel. 

Em relagao a tecnica propriamente dita, as amostras de 
soro ou outro fluido biologico devem ser aplicadas como uma 
banda compacta, em um suporte apropriado para impedir a 
convecgao. Sao colocadas na origem e separadas pela eletro- 
forese apos 60 a 90 min de corrida, empregando-se tampao 
alcalino. As moleculas carregadas negativamente migram para 
o anodo e as carregadas positivamente, para o catodo. As tiras 
sao coradas para proteinas e escaneadas em um densitametro, 
que detecta diferengas de absorgao devidas a concentragoes 
diferentes de proteinas e as reproduz, convertendo o padrao 
de bandas em picos. 

As principais aplicagoes clinicas da eletroforese de zona 
incluem a analise das proteinas de amostras de soro, urina, 
liquor e outros fluidos biologicos, analise de isoenzimas, ana¬ 
lise de acidos nucleicos etc. A escolha do meio de suporte 
depende dos objetivos, mas, de modo geral, para proteinas, 
geis de poliacrilamida tern sido preferidos gramas ao seu maior 
poder de resolugao, variando o tamanho dos poros. Para frag- 
mentos de DNA e RNA, utiliza-se o gel de agarose. 

Devido a sua menor sensibilidade em relagao a outros 
metodos, a eletroforese de zona, quase sempre, e um teste 
de triagem, sendo necessario utilizar testes bioquimicos ou 
imunologicos para identificar a proteina em estudo. Entre as 
aplicagoes mais importantes da eletroforese de zona estao a 
eletroimunodifusao, a imunoeletroforese, a imunofixagao e o 
immunoblotting. 

Eletroimunodifusao 

Tambem chamada de imunoeletrodifusao e eletroimuno- 
precipitagao. Associa a imunodifusao a eletroforese, promo- 
vendo aumento da velocidade de precipitagao do complexo 
antigeno-anticorpo no agar (ou agarose), devido ao direciona- 
mento da migragao pelo campo eletrico. Essa tecnica tem sido 
empregada na detecgao de antigeno. As variagoes da tecnica 
com aplicagao clinica sao a eletroimunodifusao dupla unidi¬ 
mensional e a eletroimunodifusao simples unidimensional. 

► Eletroimunodifusao dupla unidimensional. Tambem chamada 
de imunoeletroforese de contracorrente, contraimunoeletro- 
forese e eletroprecipitagao. O principio basico do metodo e a 
eletroforese do antigeno e do anticorpo, simultaneamente, que 
migram em diregoes opostas a partir de orificios separados do 
gel, resultando na precipitagao em um ponto intermediario 
entre as suas origens (Figura 2.4). O metodo aproveita a pro- 
priedade de arrastamento, pela corrente de eletroendosmose, 
das moleculas de anticorpo, menos eletronegativas. 

Esse metodo requer que o antigeno e o anticorpo em teste 
apresentem diferentes mobilidades eletroforeticas. O pH do 
tampao deve ser escolhido a fim de otimizar os efeitos ele- 
troendosmoticos do anticorpo para o catodo (polo negativo), 
enquanto o antigeno se move em diregao ao anodo (polo 
positivo). O movimento eletroforetico e a eletroendosmose 
concentram rapidamente (30 min) o antigeno e o anticorpo 
na regiao entre os pogos adjacentes. Essa tecnica e semiquan- 
titativa e, aproximadamente, 10 vezes mais sensivel do que a 


Corrente eletroforetica 



Eletroendosmose 

Figura 2.4 Eletroimunodifusao dupla unidimensional - o antigeno e 
o anticorpo sao colocados nos orificios do agare precipitam pela acao 
da corrente eletroforetica e da eletroendosmose na regiao de equi¬ 
valence. 


dupla difusao. Dependendo da sensibilidade e especificidade 
do anticorpo utilizado, as concentrates de antigeno minimas 
detectaveis giram em torno de 0,1 pg/mf. 

Foi o metodo originalmente empregado para detectar o 
antigeno de superficie associado a hepatite B e seu anticorpo. 
Tambem tem sido utilizado para a pesquisa de anticorpos 
contra Paracoccidioides brasiliensis , Histoplasma capsulation. 
Cryptococcus neoformans e Candida albicans. 

Esse metodo apresenta as vantagens de concentrar o anti¬ 
geno e o anticorpo em um unico ponto do gel, permitir a 
realiza^ao de varias analises em uma unica lamina, fornecer 
resultados rapidos e ser mais sensivel do que a imunodifusao 
conventional. Alem do gel de agar, outros suportes podem ser 
empregados, como o acetato de celulose. 

Alternativamente a colora^ao proteica, pode-se empregar, 
por exemplo, um conjugado enzimatico de anti-imunoglobu- 
lina marcada pela peroxidase, que da origem a um precipitado 
colorido apos a revela^ao com o substrata apropriado. 

» Eletroimunodifusao simples unidimensional. Esse metodo 
tambem e conhecido como eletroforese em foguete e tecnica 
de Laurell. Nesta tecnica, o antissoro espetifico para o anti¬ 
geno ou antigenos que se quer quantificar e incorporado ao 
gel de agarose, que e colocado em lamina de vidro. O pH do 
gel e escolhido de modo que o antigeno fique com carga nega- 
tiva e os anticorpos nao migrem. O material que contem o 
antigeno e colocado em um pequeno orificio e e submetido a 
eletroforese. O padrao de precipita^ao resultante (Figura 2.5) 
se assemelha a um foguete (eletroforese em foguete). Esse 



Figura 2.5 Eletroimunodifusao simples unidimensional. 0 agar contem 
o antissoro e nas cavidades ha concentrates decrescentes de antigeno. 
Apos a eletroforese ocorre a precipitado em forma de "foguete" cuja 
distancia de migragao e proporcional a concentragao do antigeno. 
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padrao ocorre porque a precipita^ao se forma nas margens 
laterals dos limites do antigeno em movimento no agar que 
contem o anticorpo. Conforme o antigeno vai precipitando, 
sua concentra^ao diminui e as margens laterals convergem 
para uma ponta. Para uma dada concentra^ao de antissoro, 
a dist&ncia total de migra^ao do antigeno, e linearmente pro- 
porcional a concentra^ao do antigeno. 

A sensibilidade dessa tecnica para proteinas e de 0,5 pg/mf. 
Devido a sua pequena carga negativa, as imunoglobulinas 
apresentam pequena mobilidade eletroforetica nesse sistema, 
a menos que se utilizem eletrolitos e agar especial. 

Imunoeletroforese 

Descrita pela primeira vez em 1953 por Grabar e Williams, a 
imunoeletroforese combina dois metodos, a eletroforese em gel, 
seguida da imunodifusao e precipita^ao das proteinas. Permite a 
identifica^ao e caracteriza^ao de proteinas que nao seriam pos- 
slveis com a eletroforese ou a imunodifusao separadamente. 

No metodo original, a imunoeletroforese e realizada em gel de 
agar em duas etapas: separa^ao dos componentes por eletroforese; 
imunodifusao de cada componente a partir do seu centra de difu¬ 
sao, contra o antissoro especlfico, formando uma linha ou arco 
de precipita^ao na regiao de equivalencia. Assim, a caracteriza^ao 
de uma substancia e feita a partir de suas propriedades eletrofo- 
reticas (mobilidades diferentes devido as diferentes cargas eletri- 
cas), coeficientes de difusao (velocidades diferentes de difusao do 
antigeno devido a sua concentra^ao e ao tamanho da molecula) 
e propriedades imunologicas (especificidade). O sistema de imu¬ 
nodifusao obtido se aproxima de uma dupla difusao bidimensio- 
nal e, portanto, os padrdes de precipita^ao que se obtem podem 
ser interpretados como nas tecnicas de dupla difusao. 



Figura 2.6 Representa^ao esquematica da imunoeletroforese. 1 . A mis- 
tura de antlgenos (abed) e colocada no orificio do agar. 2. A eletroforese 
separa os antlgenos da mistura. 3. Coloca-se o antissoro (ABCD) na 
canaleta. 4. Apos um perlodo de difusao, ocorre a precipita^ao e sao 
formados arcos correspondentes aos diferentes sistemas antlgeno- 
anticorpo nas respectivas regioes de equivalencia. 


Nessa tecnica, esquematizada na Figura 2.6, recobre-se uma 
lamina de vidro com agar ou agarose em tampao alcalino e, 
apos a solidifica^ao, faz-se um orificio transversal e uma cana¬ 
leta, longitudinalmente a lamina. A amostra com o antigeno e 
colocada no orificio e e separada em um campo eletrico por 30 
a 60 min. Coloca-se, entao, o antissoro na canaleta e incuba-se 
a lamina em camara umida a uma temperatura constante, por 
18 a 24 h, para que se processe a difusao. As frames separa- 
das pela eletroforese funcionam como antlgenos e interagem 
com seus respectivos anticorpos. No ponto de equivalencia de 
cada sistema antigeno-anticorpo formam-se linhas ou bandas 
de precipita^ao que podem ser lavadas, secas e coradas para 
registro permanente. O anticorpo se difunde paralelamente a 
canaleta e os antlgenos, quando homogeneos, se difundem em 
circulos, por isso a linha de precipita^ao se assemelha a um 
arco de um circulo. Se o antigeno for heterogeneo, a linha de 
precipita^ao apresenta forma eliptica. 

Nas condi^oes dessa tecnica, as gamaglobulinas pratica- 
mente permanecem no ponto de aplica^ao quando se utiliza 
gel de agarose, ou se deslocam para o polo negativo (sentido 
oposto ao do movimento na eletroforese) quando se utiliza gel 
de agar, que nao e neutro e tern eletronegatividade em rela^ao 
ao tampao de pH basico. Quando se emprega o gel de agar 
ocorre o fenomeno conhecido por eletroendosmose, em que 
ha o movimento real de moleculas de agua para o polo nega¬ 
tivo a fim de compensar as cargas do gel que sao atraidas para 
o polo positivo. As substancias dissolvidas na agua (como as 
proteinas) acompanham esse movimento, e, quando a mobi¬ 
lidade eletroforetica e menor do que a velocidade da eletrofo¬ 
rese, o movimento resultante e a migraqao para o polo nega¬ 
tivo. O movimento relativo das substancias da mistura nao se 
altera devido a esse fenomeno. O fluxo da endosmose e uma 
fun$ao da diferen^a entre a constante dieletrica do suporte 
inerte (agar ou celulose) e a do liquido, e varia com o pH e a 
for^a ionica. O efeito da eletroendosmose pode ser diminuido 
empregando-se agar de maior pureza (com menor negativi- 
dade), reduzindo-se a temperatura do sistema eletroforetico 
ou diminuindo-se a condutividade do tampao. Para evitar a 
eletroendosmose deve-se empregar agarose no lugar de agar, 
pois os geis de agarose nao tem grupos polares. 

A imunoeletroforese e um metodo qualitative aplicavel a 
qualquer substancia soluvel imunogenica cujos anticorpos sejam 
precipitantes. Pode ser aplicada para diagnosticar paraproteine- 
mias, associando-se os seus resultados aos obtidos na eletroforese; 
para distinguir aumentos policlonais de aumentos monoclonais 
de gamaglobulinas; para detectar a ausencia ou a diminuiqao 
de imunoglobulinas que ocorrem em imunodeficiencias; para 
identificar cadeias leves na urina de pacientes com discrasias ou 
doen^as autoimunes; para detectar a natureza monoclonal da 
proteina de Bence Jones no mieloma; para identificar aumentos 
na quantidade de proteinas no liquor em doen^as neurologicas; 
para realizar a triagem de imunocomplexos circulantes; e para 
caracterizar crioglobulinemia e piroglobulinemia. 

imunofixagao 

A imunofixa^ao combina dois metodos, a separaqao das 
proteinas por eletroforese em gel e, em seguida, a precipita^ao 
in situ com antissoro monoespecifico. Foi descrita em 1964, 
porem foi introduzida no estudo das imunoglobulinas em 
1976. 

A amostra a ser analisada e aplicada varias vezes, depen- 
dendo do numero de proteinas que se quer identificar, sendo 
submetida a eletroforese em gel de agarose. A seguir, apli- 
cam-se fitas de papel ou de acetato de celulose impregnadas 
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com os antissoros. Os antissoros se difundem no gel de agarose 
e, se os antigenos estiverem presentes em proposes adequa- 
das, ocorre a precipitagao dos complexos antigeno-anticorpo, 
que fixam as proteinas ao gel. Apos um perfodo de incubagao 
de 1 a 2 h, remove-se a fita, as proteinas nao precipitadas sao 
removidas por lavagem e as bandas sao reveladas com corante 
especifico para proteinas. 

Comparada a imunofixagao, a imunoeletroforese e mais 
simples e menos sujeita ao fenomeno de excesso de antigeno, 
porem a imunofixagao pode ser otimizada para obter maior 
sensibilidade e resolugao e e de mais facil interpretagao, pois se 
baseia no exame de um padrao de precipitagao analogo ao da 
eletroforese. E importante salientar que em ambas as tecnicas 
a sensibilidade e especificidade do antissoro empregado sao 
fundamentals para a qualidade dos resultados obtidos. 

Ha varias modificagoes da tecnica basica, sendo exemplo a 
utilizagao de anticorpos marcados com radioisotopos ou enzi- 
mas, que aumentam a sensibilidade. 

Essa tecnica pode ser utilizada em amostras de soro, urina, 
liquor ou outros fluidos biologicos, principalmente na carac- 
terizagao de proteinas anomalas, de dificil caracterizagao na 
imunoeletroforese, como ocorre nas gamopatias monoclo- 
nais, ou doenga das cadeias leves, em que aparecem peque- 
nas bandas. Tambem tern sido empregada na identificagao de 
paraproteinas e de componentes do complemento, sendo fre- 
quentemente utilizada como alternativa a imunoeletroforese. 

Eletroforese capilar 

A eletroforese capilar se baseia na separagao das moleculas 
pelo seu tamanho e propriedades fisico-quimicas, mediante 
o fluxo em tubos capilares com diametros internos de 15 a 
100 pm e 50 a 100 cm de comprimento. Esses capilares sao 
preenchidos com um eletrolito condutor e submetidos a agao 
de um campo eletrico. Esse metodo oferece vantagens em 
relagao ao uso de geis ou papel, pois possibilita a dissipagao 
eficiente do calor e permite o estabelecimento de campos ele- 
tricos elevados (100 a 500 V/cm), aumentando a eficiencia da 
separagao e o tempo de corrida e possibilitando, assim, a sepa¬ 
ragao de bandas pouco visiveis nos metodos convencionais de 
eletroforese. Alem disso, utiliza pequenos volumes de amostra 
(1 a 10 nl) e pode ser totalmente automatizado, garantindo 
maior qualidade e rapidez aos resultados. 

Na eletroforese capilar podem-se utilizar diferentes modos 
de separagao, com mecanismo e seletividade caracteristicos: 
eletroforese capilar de zona (CZE), cromatografia eletrocine- 
tica micelar (MEKC), cromatografia eletrocinetica em micro- 
emulsao (MEECK), eletroforese capilar em gel (CGE), focali- 
zagao isoeletrica capilar (CIEF), isotacoforese capilar (CITP) e 
eletrocromatografia capilar (CEC). Essa versatilidade permite 
analisar desde ions ate macromoleculas, como proteinas e aci- 
dos nucleicos, em uma unica coluna, desde que seja utilizado 
o eletrolito apropriado. 

A eletroforese capilar no sequenciamento de DNA tern 
aplicagoes na identificagao de pessoas: em testes de paterni- 
dade, na identificagao de suspeitos de crimes, na industria far- 
maceutica e na agropecuaria, entre outras. 

► Aglutinagao 

A reagao de aglutinagao caracteriza-se pela formagao de 
agregados visiveis como resultado da interagao de anticorpos 
especificos e particulas insoluveis que contem determinantes 
antigenicos em sua superficie. 


A aglutinagao especifica faz parte de um processo dinamico 
que ocorre em dois estagios. O primeiro estagio comega logo 
apos a mistura das particulas recobertas pelo antigeno com os 
anticorpos e consiste na ligagao das moleculas do anticorpo 
aos antigenos de superficie, por meio de ligardes nao covalen- 
tes, de acordo com a lei de agao das massas. O segundo estagio 
comega enquanto o primeiro continua e resulta das colisoes 
que ocorrem entre as particulas, de modo que os anticorpos 
ligados a uma particula se ligarn a determinantes antigenicos 
de outra; esses anticorpos estabelecem pontes entre particulas 
que, apos varios entrelagamentos, for mam agregados visiveis a 
olho nu. Ambos os estagios comegam praticamente ao mesmo 
tempo, porem a ligagao do antigeno com o anticorpo se pro- 
cessa em poucos segundos, enquanto a formagao de agregados 
demora muito mais tempo. 

A aglutinagao pode ocorrer tanto com particulas que apre- 
sentam determinantes antigenicos naturais em sua superficie 
(hemacias, bacterias, protozoarios etc.) quanto com particulas 
inertes (particulas de latex, poliestireno, bentonita etc.), ou 
mesmo com celulas antigenicamente nao relacionadas (hema¬ 
cias, bacterias), as quais se adsorvem ou se fixam antigenos 
soluveis. No primeiro caso, a reagao e dita aglutinagao direta, 
e, no segundo, aglutinagao indireta ou passiva (Figura 2.7). 

Comparadas com a precipitagao, as tecnicas de aglutinagao, 
embora semiquantitativas, sao mais sensiveis e necessitam de 
uma quantidade de anticorpos 500 vezes menor, pois as parti¬ 
culas amplificam a reagao. 

Varios fatores interferem na formagao de agregados, tais 
como o tipo do anticorpo (a classe IgM e 750 vezes mais efi¬ 
ciente do que IgG), eletrolitos, pH (ideal entre 6 e 8), macro¬ 
moleculas hidrofflicas (em baixas concentragoes, impedem 
a autoaglutinagao), enzimas (afastam reagoes inespecificas), 
tempo e temperatura. 

As reaqoes de aglutina^ao sao empregadas para o diagnos- 
tico laboratoriai de doenqas autoimunes, doenqas causadas 
por virus, bacterias, protozoarios e fungos, na detec^ao de 
hormonios, na tipagem de grupos sanguineos etc. 

Os testes de aglutina^ao podem ser realizados em tubos ou 
placas. Se o soro apresentar elevado titulo de anticorpos agluti- 
nantes, pode-se observar o fenomeno de prozona, obtendo-se 
falsos resultados negativos. Esse efeito e eliminado empregan- 
do-se dilui^oes seriadas do soro. 
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Figura 2.7 Teste de aglutinagao passiva. As celulas ou particulas fun- 
cionam como carregadores do antigeno ou de anticorpos. 0 anticorpo 
especifico promove a aglutinagao das particulas sensibilizadas. 
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- Teste de agiutina^ao direta 

Na reacpao de aglutina^ao direta, utilizam-se particulas 
antigenicas insoluveis em sua forma Integra ou frag mei itada. 
Hemacias, bacterias, fungos e proto zoarios podem ser aglu- 
tinados diretamente por anticorpo. Os testes para detec tar 
anticorpos espedficos sao realizados empregando-se dilui- 
$oes em serie do anticorpo, ante uma quantidade constante 
de antlgeno. Apos um perlodo de incuba^ao, a aglutina^ao se 
completa e o resultado e geraimente expresso como o titulo do 
antissoro, isto e, o inverso da maxima dilui^ao em que ocorre 
a aglutina<;ao. 

As reaqoes de aglutina^ao direta que empregam hemacias 
como antlgeno incluem a tipagem de grupos sangumeos do 
sistema ABO e Rh (antlgenos espedficos) e a rea^ao de i ’aul- 
Bunnel-Davidson (antlgenos heterofilos). 

Entre as rea<;oes que utilizam antlgenos Integros ou frag- 
mentados de bacterias, espiroquetas e proto zoarios estao o 
teste de Widal para o diagnostico das salmoneloses, o teste de 
Wright para o diagnostico da brucelose, o teste de Weil-Felix 
para o diagnostico de riquetsiose e o teste de aglutina^ao para 
leptospirose, toxoplasmose e tripanossomiase. 

Teste de inibi^ao de hemag!utina$ao direta 

A inibiqao da hemaglutina^ao direta baseia-se na capa- 
cidade que certos antlgenos virais tern de, espontanea- 
mente, aglutinar certos tipos de hemacias. Os anticorpos, 
se presentes na amostra, revestem as particulas virais, o que 
resulta na inibi<;ao da aglutina^ao, indicando teste positivo 
para a presen^a de anticorpos. Esses testes nao distinguem 
entre IgG e IgM. Esse metodo e usado para detectar anti¬ 
corpos contra os virus da rubeola, sarampo, influenza e cer¬ 
tos enterovirus. 

- Teste de aglutina^ao passiva ou indireta 

Para o teste de aglutina^ao passiva, as hemacias e as parti¬ 
culas inertes, como latex (polimero de poliestireno), bentonita, 
sepharose , colodio, charcoal, leveduras etc. podem ser sensibi- 
lizadas por adsor^ao passiva, devida ao contato direto com os 
antlgenos soluveis, por adsor^ao via agentes quimicos, como 
acido tanico e cloreto de cromo, e por conjuga^ao do antlgeno 
por meio de liga^oes quimicas covalentes, fornecendo reagen- 
tes estaveis. Devido a grande diversidade de antlgenos que 
podem se ligar as celulas ou particulas, a aplica^ao dos testes 
de aglutina^ao passiva e muito variada. 

Teste de hemaglutinatfo passiva 

A verifica^ao de Boyden, em 1951, de que proteinas podiam 
ser adsorvidas a hemacias tratadas com acido tanico e de que 
essas celulas podiam ser aglutinadas por anticorpos espedfi¬ 
cos, possibilitou o emprego dos metodos de aglutina^ao para a 
detec^ao de anticorpos contra varias substancias. 

As hemacias estao entre os melhores suportes de antige- 
nos para os testes de aglutina^ao, pois ha uma serie de anti- 
genos que pode ser ligada a sua superficie para fornecer um 
sistema indicador sensivel na detec^ao de anticorpos. Alem 
disso, os testes em placa permitem que a determina<;ao do 
ponto final da reatpao seja feita diretamente. Por serem de 
facil obten^ao, empregam-se preferentemente hemacias de 
carneiro ou humanas do grupo O fixadas com formaldeido 
ou glutaraldeido, o que resolve o problema da fragilidade e 
permite que sejam estocadas por longos periodos. Entretanto, 
devido a superficie complexa das hemacias, frequentemente 


sao detectados anticorpos heterofilos no soro de muitos ani- 
mais. Tais anticorpos devem ser removidos antes da reali- 
za^ao do teste. 

Antlgenos polissacaridicos prontamente aderem a hema¬ 
cias, enquanto antlgenos proteicos requerem pre-tratamento 
com acido tanico ou cloreto de cromo. A taniniza^ao das 
hemacias altera a sua superficie quanto as cargas, o que 
aumenta a quantidade de proteina adsorvida e torna maior 
a sensibilidade do sistema. Empregando-se antlgenos purifi- 
cados obtem-se maiores sensibilidade e especificidade; toda- 
via, antlgenos levemente desnaturados ou agregados ligam-se 
melhor a hemacias taninizadas. Apos a sensibiliza^ao com a 
concentra^ao adequada de antigeno, as hemacias sao suspen- 
sas em solu^oes estabilizadoras, que evitam reaches inespecifi- 
cas sem diminuir a capacidade de aglutina^ao especifica. 

O teste em placa utiliza pequenas quantidades de reagen- 
tes e e considerado positivo quando se verifica a for mat; ao de 
um tapete cobrindo o fundo da cavidade da placa em “V”, e 
negativo quando as hemacias sedimentam formando um 
“botao” compacto. O tltulo da amostra testada sera o inverso 
da maxima dilui^ao em que ainda se observa a forma^ao do 
tapete (Figura 2.8). 

O teste detecta anticorpos das classes IgG e IgM e, embora 
os anticorpos IgM sejam 750 vezes mais eficientes na aglutina- 
<;ao do que os IgG, a quantidade de antigeno necessaria para 
obter a maxima reatividade com IgM e muito maior do que a 
necessaria para a maxima reatividade com IgG. Empregando-se 
hemacias sensibilizadas com antlgenos proteicos, quando ade- 
quadamente padronizado, o teste detecta anticorpos em niveis 
de concentra^ao de 0,01 pg/mf. Ha varios sistemas comerciais 
para a pesquisa de anticorpos que utilizam essa tecnica, entre 
eles, os sistemas de Trypanosoma cruzi. Treponema pallidum. 
Toxoplasma gondii etc. 

Teste de inibitfo de hemaglutina$ao passiva 

O teste de inib^ao de hemaglutina<;ao passiva e sensivel e 
especifico na detec<;ao de pequenas quantidades de antlgenos 
soluveis, haptenos ou anticorpos que competem com a subs- 
tancia homologa com que a hemacia foi sensibilizada. 

O principio do teste baseia-se na competi^ao, pelos sitios 
de combina^ao do anticorpo, entre o antigeno fixado a hema¬ 
cia e o antigeno soluvel ou o hapteno. O grau de inibi<;ao rela- 
ciona-se com a quantidade do antigeno presente na amostra 



Figura 2.8 Placa de hemaglutinaijao mostrando o teste positivo (tapete) 
e negativo (botao). A linha inferior mostra uma reagaoduvidosa (tapete 
e botao simultaneamente). 
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e, tambem, com a afinidade pelos sftios de combina^ao do 
anticorpo. 

Esse metodo requer pequenas quantidades de reagentes, 
detecta antigeno na ordem de 0,1 a 10 pg/m4 apresenta espe- 
cificidade elevada e pode ser empregado em sistemas em que 
antigenos soluveis ainda nao foram obtidos. Tem sido empre¬ 
gado na detec^ao de antigeno na hepatite e na hemofilia. 

Teste de aglutina$ao do latex 

Singer e Plotz, em 1956, foram os primeiros a descrever o 
emprego das particulas de latex para um teste de diagnostico 
pesquisando fator reumatoide em amostras de pacientes. Esse 
metodo, ainda muito empregado, e a base de varios sistemas 
comerciais tanto qualitativos quanto semiquantitativos e auto- 
matizados. 

Particulas de latex sao esferas de poliestireno que podem 
ser utilizadas como suportes na adsorqao de proteina soluvel e 
antigenos polissacaridicos, funcionando como sistema indica- 
dor da rea^ao antigeno-anticorpo. 

O teste pode ser empregado na pesquisa de antigenos ou 
de anticorpos. A aplicaqao mais comum ocorre na detecqao 
do fator reumatoide, que e anticorpo da classe IgM pentame- 
rico (tambem ha fator reumatoide IgG e IgA) dirigido contra 
IgG (IgGl, IgG2, IgG4), IgA (IgAl), IgM e IgE. Adsorvendo 
IgG passivamente as particulas do latex, havera a exposi^ao 
dos determinantes de IgG que reagem com o fator reuma¬ 
toide, resultando em aglutina^ao. Esse metodo e mais sensivel 
e menos especifico que a hemaglutinaqao passiva para detectar 
fator reumatoide. O fator reumatoide e um auto anticorpo a 
por^ao Fc de IgG agregada ou alterada, ocorrendo em doen^as 
autoimunes, em processos agudos ou cronicos e em doen^as 
reumaticas, infecciosas, degenerativas etc. 

Essa tecnica e util tambem para detectar antigenos polis- 
sacaridicos bacterianos, como de Haemophilus influenzae, 
Rickettsia sp., estreptococos do grupo B, Staphylococcus aureus. 
Neisseria meningitidis etc. no soro, urina ou liquor. Tambem 


e empregada na detec^ao de farmacos e hormonios, como a 
p-gonadotrofina corionica humana, na pesquisa de anticorpos 
na rubeola e de proteina C, que aparece no soro de pacientes 
na fase aguda de varias infeajdes, como a estafilococica ou a 
estreptococica, febre reumatica etc. A presen^a dessa proteina 
e detectada com a antiproteina C ligada a particulas de latex. 
Em baixas concentrates, pode ser encontrada em individuos 
higidos e frequentemente se observa o fenomeno de prozona, 
que pode ser evitado diluindo-se o soro. 

Teste de aglutina$ao de cristais de colesterol 

O teste de VDRL {venereal disease research laboratory ) 
consiste no emprego de cristais de colesterol sensibilizados 
com lecitina e cardiolipina para a pesquisa de anticorpos na 
sifilis. Esse teste detecta anticorpos antilipidios que se for- 
mam no hospedeiro como resposta ao material de natureza 
lipidica, liberado pelas celulas lesadas no inicio da infec^ao, e 
ao material lipidico do proprio treponema. A leitura do teste 
e feita macroscopicamente, contra fundo escuro, apos alguns 
minutos de agita^ao. O teste positivo apresenta a forma^ao de 
floculos, enquanto o negativo apresenta aspecto homogeneo e 
sem agregados. 

► Ensaios Ifticos 

- Fixa^ao do complemento 

A ligaqao antigeno-anticorpo promove a fixa^ao do comple¬ 
mento, cujo consume, in vitro, pode ser empregado para detectar 
a presen^a de anticorpos, antigenos ou ambos. Bordet e Gengou, 
em 1901, demonstraram essa rea^ao pela primeira vez. 

O teste utiliza um sistema homogeneo (nao e necessaria a 
separa 9 ao entre fases) e e realizado em duas etapas (Figura 2.9). 
Na primeira etapa, o antigeno e incubado com o anticorpo, na 
fase fluida, na presen^a de uma quantidade definida de com- 
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Figura 2.9 Teste de fixa^ao de complemento esquematizando reagoes positiva e negativa para a pesquisa de anticorpos. 
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plemento. Se o antigeno e o anticorpo correspondentes esti- 
verem presentes, a cascata do complemento sera ativada pela 
via classica e havera consurao de complemento. Na segunda 
etapa, adiciona-se o sistema indicador da rea^ao que con- 
siste em hemacias de carneiro sensibilizadas com hemolisina 
(anticorpo anti-hemacias de carneiro obtido em coelhos). A 
medida da atividade hemolitica do complemento no sistema 
indicador permite determinar a presen^a ou nao de antigeno 
ou anticorpo na mistura inicial e sua quantidade. A atividade 
hemolitica remanescente pode ser quantificada empregan- 
do-se dilui^oes seriadas da amostra a ser analisada. Tanto o 
anticorpo quanto o antigeno devem ser destituidos de a^ao 
anticomplementar, ou seja, nao podem ativar o complemento 
separadamente. O complemento deve ser obtido de soro de 
cobaia e colhido e estocado de maneira apropriada para pre- 
servar a atividade hemolitica. Anticorpos humanos IgM, IgGl, 
IgG2 e IgG3 fixam complemento pela via direta, enquanto a 
IgA fixa complemento pela via alternativa. 

O teste pode ser qualitative ou quantitative. O metodo qua¬ 
litative foi desenvolvido por Mayer et al. } em 1948, e baseia-se 
na titula^ao do complemento residual que nao foi consumido 
pela rea^ao antigeno-anticorpo com o sistema indicador. Esse 
metodo, embora sensivel, e muito laborioso para fins de diag- 
nostico. O metodo quantitative apresenta muitas varia^oes 
tecnicas, dentre as quais o micrometodo de Wassermann e 
Levine, de 1961, que permite revelar quantidades minimas de 
complemento fixado. Nesse metodo, emprega-se uma quanti¬ 
dade fixa de complemento e faz-se a determina^ao direta do 
complemento residual pela adi^ao do sistema indicador. O 
metodo requer que as concentrates de todos os componentes, 
exceto o da amostra em estudo, sejam predeterminadas com 
precisao. Todos os aspectos do teste devem ser monitorados 
por varios controles devido a instabilidade do complemento, a 
varia^ao das hemacias e da hemolisina. A validade dos resul- 
tados obtidos com as amostras desconhecidas depende da ava- 
lia^ao dos resultados dos controles do teste. 

Durante algum tempo, o teste de fixa^ao de complemento 
foi considerado dos mais importantes no sorodiagnostico 
devido a sua maior sensibilidade com rela^ao aos testes da 
epoca. Atualmente, e utilizado na pesquisa de anticorpos fixa- 
dores de complemento, no estudo de algumas viroses e micoses 
sitemicas. Apresenta a vantagem de poder ser empregado para 
diferentes sistemas sem mudar os parametros do teste, porem 
e complexo e trabalhoso. A tendencia atual e a sua substitui^ao 
por ensaios mais sensiveis e menos laboriosos. 

- Ensaio de neutraiizagao da hemolise 

Estreptococos beta-hemoliticos do grupo A produzem 
varias toxinas extracelulares que estimulam a produ^ao de 
anticorpos e que lisam hemacias (hemolisinas). O ensaio de 
neutraliza^ao e realizado em duas etapas; na primeira, incu- 
ba-se o soro do paciente (anticorpo) com a hemolisina especi- 
fica (antigeno); na segunda, adicionam-se hemacias do grupo 
O. Se a hemolisina tiver sido neutralizada pelo anticorpo espe- 
cifico, as hemacias nao lisam e o teste e positivo; se nao havia 
anticorpo especifico, a hemolisina flea ativa, lisa as hemacias 
e o teste e negativo. O teste de neutraliza^ao mais comumente 
empregado e o ASO para pesquisa de antiestreptolisina O. 


► Teste de imunofluorescenda 

O teste de imunofluorescencia e muito utilizado no diag¬ 
nostic© de laboratorio para a pesquisa de anticorpos e, com 
anticorpos monoclonais, para a pesquisa de microrganismos 
e seus componentes em especimes clinicos. Baseia-se na capa- 
cidade das moleculas de anticorpo de se ligar covalentemente 
a fluorocromos sem perder sua reatividade especifica com o 
antigeno. A conjuga^ao de moleculas de anticorpo a fluoro¬ 
cromos foi desenvolvida com sucesso pela primeira vez por 
Coons, em 1941. 

Fluorocromos sao substancias que, quando excitadas com 
luz de alta energia, absorvem luz de um comprimento de onda 
menor e, instantaneamente, emitem luz de comprimento de 
onda maior (menor energia), constituindo o fenomeno deno- 
minado fluorescencia. Os espectros de absor^ao e de fluo- 
rescencia de um fluorocromo em geral sao proximos, sendo 
o tempo de armazenamento da energia da ordem de 10“ 7 a 
10" 9 s (Figura 2.10). Os fluorocromos apresentam moleculas 
complexas, frequentemente sob a forma de aneis com duplas 
liga^oes. Os mais utilizados sao isotiocianato de fluoresceina, 
lisamina-rodamina B, vermelho Texas, ficoeritrina, acido 
dimetil naftalenossulfonico, isotiocianato de tetrametilroda- 
mina, que tern espectros de emissao e de absor^ao diferentes, 
porem absorvem luz nas regioes ultravioleta e proxima do 
visivel e emitem luz na faixa do visivel. A conjugalao do fluo¬ 
rocromo com o anticorpo se faz por meio dos grupos amino 
da lisina, que nao sao criticos para a atividade do anticorpo: 
liga^ao tiocarbamida, sulfonamida etc. 

A qualidade do teste depende, em grande parte, da sele- 
9 ao do material empregado para o prepare dos conjugados. 
Antissoros de ma qualidade dao origem a conjugados cujas 
rea^oes apresentam elevada colora^ao de fundo, enquanto 
conjugados preparados com antissoros potentes podem ser 
empregados em altas dilui^oes, o que possibilita a obten^ao de 
uma propor^ao sinal/ruido maior, ou seja, rea^oes mais sen¬ 
siveis e com menor rea^ao de fundo. O anticorpo a ser mar- 
cado deve ser uma prepara^ao purificada de gamaglobulina 
para aumentar a eficiencia da colora^ao e evitar colora^oes 
nao especificas, pois os fluorocromos tambem marcam a albu- 
mina e as fra^des a- e (3-globulinas. A fra^ao gamaglobulina 



Figura 2.10 Espectro de absor^ao e de emissao de um composto fluo- 
rescente. 
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pode ser obtida por precipita^ao com sulfato de amonio e cro- 
matografia de troca ionica em DEAE-celulose. Muitas vezes, 
e necessario purificar a gamaglobulina empregando-se, por 
exemplo, imunoadsorventes, pois a conjuga^ao deve se limitar 
o maximo possivel ao anticorpo. Desse modo, a marca 9 ao do 
anticorpo pelo fluorocromo resulta em conjugado esperifico, 
em que se deve determinar a concentra^ao da gamaglobulina, 
a rela^ao fluoresceina/proteina e o titulo para determinar a 
atividade imunologica. Com anticorpos policlonais, a rela^ao 
fluoresceina/proteina ideal e 2,5 a 5,5, satisfatoria para detec- 
tar antigenos em bacterias ou protozoarios (grande numero de 
determinantes antigenicos). Com anticorpos monoclonais, ou 
na detect ao de antigenos com pequeno numero de determi¬ 
nantes, e necessaria uma rela^ao fluoresceina/proteina maior 
para obter a sensibilidade desejada. 

A intensidade de luz emitida pela fluoresceina depende do 
pH do meio, sendo maxima em pH 8,5. Por isso, as prepara- 
^oes sao montadas com glicerina alcalina. O uso de corantes, 
como o azul de Evans ou o vermelho congo, diminui a Colora¬ 
do de fundo e melhora o contraste. 

O microscopio de fluorescencia e composto por uma 
fonte de luz de alta intensidade (lampada de mercurio ou de 
quartzo-halogenio), filtros de excita^ao, que relacionam o 
comprimento de onda capaz de ativar a fluorescencia, e filtros 
barreira, que removem interferentes da luz e permitem alta 
transmissao da fluorescencia emitida. A lampada de mercurio 
e de instala^ao cara e tern vida media de 200 h ou menos. As 
lampadas de quartzo-halogenio sao baratas, podendo ser liga- 
das e desligadas, nao havendo necessidade de esperar determi- 
nado tempo para que resfriem, e nao diminuem de eficiencia 
com a utiliza^ao. Os microscopios podem ser de transilumina- 
^ao ou de epi-ilumina^ao. Este ultimo tipo apresenta as van- 
tagens de poder combinar a fluorescencia com luz transmi- 
tida para exame de contraste de fase; alem disso, os sistemas 
intercambiaveis de filtros permitem o exame da amostra em 
diferentes comprimentos de onda no caso de colora^oes com 
mais de um fluorocromo. 


* Teste de imunofluorescencia direta 

O teste de imunofluorescencia direta (Figura 2.11) e 
empregado na pesquisa e localiza^ao de antigenos em celu- 
las ou tecidos, por meio de um anticorpo especifico marcado 
com fluorocromo (conjugado). O conjugado se fixa ao anti- 
geno, formando um imunocomplexo estavel. O anticorpo nao 
ligado e removido por lavagens e o preparado e observado em 
microscopio de fluorescencia. Foi desenvolvido por Coons 
et al. } em 1942, para demonstrar antigenos microbianos em 
tecidos. 

O antissoro especifico para o antigeno a ser pesquisado e 
obtido em especies heterologas e deve ser de alta especifici- 
dade e elevada potencia. Anticorpos monoclonais podem ser 
utilizados. 

O teste apresenta elevada sensibilidade e especificidade, 
mas requer o prepare de um conjugado para cada sistema que 
se queira estudar. Paralelamente ao teste desejado, deve-se 
incluir um preparado para avaliar a especificidade, utilizan- 
do-se o metodo de bloqueio (o antigeno e incubado com anti¬ 
corpo especifico, nao marcado, antes da adi^ao do conjugado 
especifico) ou neutraliza^ao (o anticorpo marcado e absorvido 
com o antigeno antes de ser adicionado ao preparado). 

A principal aplica^ao da imunofluorescencia direta ocorre 
na imunocitoquimica, na demonstra^ao de varios antigenos 
de celulas e tecidos, principalmente nas doen^as imunologicas 
renais e de pele. Nos casos de disfun^oes glomerulares e tubu- 
lointersticiais, doen^as do tecido conectivo e outras disfun 9 bes, 
a imunofluorescencia direta auxilia na avalia^ao do material de 
biopsia do rim ou da pele, possibilitando a demonstra^ao de 
imunoglobulinas ligadas a tecidos, de componentes do com- 
plemento, produtos relacionados com a fibrina etc. 

Esse teste tambem tern sido utilizado na pesquisa de 
Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum, Legionnella sp., 
Escherichia coli, estreptococos beta-hemoliticos do grupo A e 
varios virus, como os do herpes simples tipos 1 e 2, o citome- 
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Figura 2.11 Teste de imunofluorescencia. Esquema dos metodos direto, indireto e com o sistema avidina/estreptavidina-biotina. 
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galovirus, os da influenza tipos A e B, os da parainfluenza 1,2 
e 3, o da varicela-zoster e o adenovirus. 

Empregando-se anticorpos de diferentes especificidades 
marcados com fluorocromos contrastantes, podem-se locali- 
zar componentes diferentes dentro de uma celula, diferenciar 
uma celula de outra ou localizar a distribui^ao de antigenos 
em celulas ou tecidos. 

- Teste de imimofluorescencia indireta 

O teste de imunofluorescencia indireta tem sido ernpre- 
gado para amplificar o sinal e aumentar a sensibilidade de 
detec^ao. Pode ser empregado na pesquisa de antigenos ou de 
anticorpos. 

Para a pesquisa de antigenos 

Consiste na incuba^ao da celula ou tecido em que se quer 
pesquisar o antigeno com o anticorpo especifico obtido em 
animal conhecido ou monoclonal, levando a forma^ao de um 
imunocomplexo. Apos a lavagem, a prepara^ao e incubada 
com um conjugado de anti-imunoglobulina produzida em 
outra especie de animal (Figura 2.11). 

Essa tecnica apresenta vantagens com relaqao a direta. E 
mais sensivel, pois o anticorpo nao marcado tem mais sitios 
de liga^ao que o antigeno, ou seja, ocorre uma amplifica^ao 
com o uso de dois anticorpos; e mais facil de ser controlada 
e pode-se utilizar um unico conjugado para diferentes siste- 
mas. Por exemplo, se for empregado anticorpo especifico para 
o antigeno obtido em coelho, o conjugado sera imunoglobu- 
lina anticoelho marcada. Como desvantagens, necessita maior 
tempo de rea^ao, mais reagentes e pode ser menos especifica. 
O teste pode ser utilizado nos mesmos sistemas que empregam 
o metodo direto, com aumento de sensibilidade. A pesquisa de 
plasmodios em hemacias e um exemplo. 

Para a pesquisa de anticorpos 

O teste de imunofluorescencia, descrito por Weller e Coons 
em 1954, tem sido muito empregado na rotina laboratorial 
para a detec^ao de anticorpos no soro e outros fluidos bio- 
logicos. Antigenos padronizados sao fixados a ldminas de 
vidro. O soro do paciente e diluido, colocado sobre o antigeno 
e incubado para que seja formado o complexo antigeno-anti¬ 
corpo. Apos lavagens, a prepara^ao e incubada com o conju¬ 
gado fluorescente e, se houver anticorpo no soro, o conjugado 
(fluoresceina ligada a anti-imunoglobulina) reage com o anti¬ 
corpo especifico para o antigeno (Figura 2.11). Utilizando-se 
diluidoes seriadas do soro e possivel determinar o titulo de 
anticorpos, que sera o inverso da maxima dilui^ao em que se 
observa fluorescencia. 

Quando se deseja detectar anticorpos especificos de uma 
determinada classe ou subclasse de imunoglobulinas, e neces¬ 
sario utilizar antissoros especificos para as cadeias pesadas das 
classes que se quer pesquisar e sem reatividade para cadeias 
leves ou para outras cadeias pesadas. Assim, por exemplo, 
conjugado s anti-IgG cujos antissoros tem reatividade contra 
as cadeias leves, k e detectam anticorpos contra todas as 
classes de imunoglobulinas reagentes. 

Para a pesquisa de anticorpos durante a fase aguda da 
infecqao, emprega-se um conjugado anti-IgM que deve ser 
especifico para cadeias pesadas. A imunofluorescencia indi¬ 
reta para a pesquisa de anticorpos IgM esta sujeita a falses 
resultados positivos devido a presen^a de fator reumatoide 
no soro testado. Quando o anticorpo IgG se liga ao antigeno 
ocorre mudan^a conformacional no IgG, que expoe novos 


antigenos em sua regiao Fc aos quais o fator reumatoide se 
liga. E necessario utilizar metodos de absorqao ou separa- 
^ao do fator reumatoide. Tambem podem ser observadas 
rea^oes falso-positivas devidas a anticorpos heterologos. 
Podem ocorrer resultados falso-negativos quando anti¬ 
corpos IgG competem ou inibem IgM na liga^ao com os 
sitios do antigeno. Nesses casos, e necessario separar IgG 
de IgM. 

A maior intensidade de fluorescencia observada nas tecni- 
cas indiretas se deve ao maior numero de moleculas fluores- 
centes que irao corresponder a cada determinante antigen ico. 
Jancovic, em 1959, empregou a tecnica em camada tripUce para 
demonstrar antigenos do sistema Rh em hemacias utilizando 
anticorpos humanos anti-Rh, anticorpos anti-imunoglobulina 
humana, produzidos em coelhos, e anticorpos anti-imuno¬ 
globulina de coelho, produzidos em carneiros, marcados pela 
fluoresceina. 

A imunofluorescencia indireta e o teste de referenda na 
sorologia de muitas doenqas. Apresenta varias vantagens, pois 
e sensivel, especifica, reprodutivel, de padroniza^ao e execu- 
^ao simples, o mesmo conjugado pode ser utilizado em sis¬ 
temas diferentes e podem-se determinar as classes e subclas¬ 
ses de anticorpos empregando-se conjugados especificos. A 
necessidade de microscopio de fluorescencia, a subjetividade 
na leitura e a nao automa^ao representam limita^oes do teste. 

O teste tem sido empregado para detectar anticorpos em 
varios sistemas, tais como Treponema pallidum (FTA-ABS), 
Toxoplasma gondii, virus da rubeola, citomegalovirus, herpes¬ 
virus simples, Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum etc. 
Outra de suas maiores aplica^oes ocorre na pesquisa de auto- 
anticorpos contra diferentes estruturas organicas. 

Sistema avidina/estreptavidina-biotina 

O sistema avidina/estreptavidina-biotina e uma tecnica de 
amplificaqao do sinal da rea^ao (Figura 2.11). A forte inte- 
ra^ao entre a avidina e a biotina foi descoberta em 1941 por 
Snell. Essa liga^ao, com constante de associa^ao da ordem de 
10 15 M _1 , tem sido considerada como a interaqao biologica 
nao covalente mais forte que se conhece. A avidina e uma 
glicoproteina tetramerica, com 66 a 69 kDa (10% sao carboi- 
dratos), encontrada na albumina do ovo de passaros, repteis 
e anfibios. As quatro subunidades da avidina sao identicas e 
cada uma pode se ligar a biotina. A biotina e uma vitamina 
do complexo B encontrada em todas as celulas. A estreptavi- 
dina e uma proteina bacteriana tetramerica de 60 kDa, com- 
posta de subunidades identicas, homologa a avidina, isolada 
do Streptomyces avidinii , e e mais utilizada do que a avidina. 
Tambem tem quatro sitios de ligaqao de alta aftnidade para a 
biotina (lO 1 ^ M" 1 ), porem tem um ponto isoeletrico aproxima- 
damente neutro e e livre de cadeias laterals de carboidratos, 
apresentando menor tendencia de se ligar inespecificamente. 

Pesquisas realizadas na decada de 1970 estabeleceram o 
sistema avidina-biotina como uma ferramenta poderosa em 
ciencias biologicas. Logo depois, pesquisadores como Bayer e 
Wilchek desenvolveram novos metodos e reagentes com anti¬ 
corpos biotinilados e outras biomoleculas. 

Os compostos da biotina, disponfveis no mercado, contem 
umdomfnio quimicamenteativo, comoN-hidroxissuccinimida 
ou sulfo-N-hidroxissuccinimida, que se liga diretamente aos 
grupos e dos aminodcidos. A avidina/estreptavidina pode 
ser saturada com moleculas de fluoresceina sem perder sua 
capacidade de liga^ao a biotina, fornecendo um conjugado 
cuja fluorescencia especifica e bem intensa. A biotina pode 
ser ligada covalentemente a um anticorpo e, em uma segunda 
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etapa, reagir com a avidina/estreptavidina conjugada a um 
fluorocromo. Apos a rea^ao do antigeno com o anticorpo nao 
marcado, a biotina, marcada com o segundo anticorpo, e adi- 
cionada. Como muitas moleculas de biotina podem se ligar 
a um anticorpo, a adi^ao da avidina/estreptavidina marcada 
resulta em amplifica^ao da fluorescencia. 

O sistema tern outras vantagens, pois ha um minimo de 
inespecificidade de liga^ao do conjugado a outros substratos 
e pode-se empregar o conjugado de avidina/estreptavidina na 
detec^ao de anticorpos marcados com biotina, independente- 
mente da especie de origem ou isotipo. O mesmo anticorpo 
biotinilado pode ser utilizado com diferentes conjugados 
de avidina/estreptavidina, como fluoresceina (fluorescen¬ 
cia verde), ficoeritrina (fluorescencia vermelha), peroxidase 
(microscopia optica) ou ferritina (microscopia eletronka). 
Esse sistema tambem e util com anticorpos monoclonais, pois 
a biotinila^ao e rapida, branda e eficiente, nao alterando a 
capacidade de liga^ao do anticorpo ao antigeno. 

Atualmente, a tecnica tern ampla aplica^ao em pesquisa e 
diagnostico. Alem da imunofluorescencia, tern sido empre- 
gada no immunoblotting, ELISA, ELISPOT, imunoperoxidase 
etc. Tambem pode ser empregada em ensaios de purifica^ao 
para capturar biotina marcada com proteinas ou moleculas de 
dcido nucleico. 

► Tecnicas com marcadores radioativos 

- Radioimunoensaio 

O radioimunoensaio e um dos metodos mais senslveis para 
a analise quantitativa das reaches antigeno-anticorpo, per- 
mitindo medidas rapidas e precisas; mesmo em preparaqoes 
nao purificadas, apresenta limiar de detec^ao da ordem de 
nanogramas ou picogramas. Como limita^oes destacam-se o 
custo do teste, a meia-vida dos reagentes e o risco operacional. 
Apesar das limita^oes inerentes ao emprego de radioisotopos, 
ainda e muito utilizado principalmente na pesquisa, embora 
na rotina laboratorial a tendencia seja a substitui^ao por meto¬ 
dos que utilizam marcadores nao radioativos. 

A base para o desenvolvimento do radioimunoensaio veio 
dos estudos in vivo de Berson, Yalow etal, em 1956, que desco- 
briram a possibilidade de detec^ao de anticorpos anti-insulina 
em pacientes tratados com o hormonio, por meio da medida 
da liga^ao de insulina marcada a esses anticorpos. A insulina 
nao marcada, competitivamente, inibia a liga^ao da insulina 
marcada ao anticorpo. Em 1960, Yalow e Berson desenvolve- 
ram um ensaio para detectar e quantificar insulina no soro 
de pacientes utilizando anticorpos anti-insulina. No mesmo 
ano, Ekins desenvolveu um ensaio para tiroxina humana. O 
principio basico era o mesmo, embora Ekins empregasse uma 
globulina carregadora do hormonio em vez de anticorpo. Em 
1977, Yalow foi indicado para o Prbmio Nobel de Medicina 
pelo “desenvolvimento do radioimunoensaio para hormonios 
peptidicos”. 

O radioimunoensaio tern aplicaqao muito ampla na toxico- 
logia, farmacologia, endocrinologia, imunologia etc. Pode ser 
utilizado para quantificar hormonios, farmacos, substancias 
ilicitas, marcadores tumorais, alergenios e anticorpos associa- 
dos a alergia, e antigeno s e anticorpos em infec(bes por virus, 
bacterias etc. Ha muitas varia^oes, mas o principio e o mesmo: 
a quantidade de reagente marcado (antigeno ou anticorpo) 
quantifica o antigeno ou o anticorpo nao marcado na amos- 


tra. O ensaio pode ser competitivo ou apresentar excesso de 
reagente. 

O anticorpo empregado pode ser um antissoro policlo- 
nal, preparado por imuniza^ao com a substantia que se quer 
determinar purificada, ou pode ser um anticorpo monoclo¬ 
nal produzido in vitro. No radioimunoensaio de competi^ao, 
a quantidade de reagente e limitada e a diluiqao de anticorpo 
utilizada deve ser determinada por titula^ao com pequena 
quantidade da substantia que se quer determinar marcada. O 
titulo do antissoro e fun^ao da concentrate minima da subs¬ 
tantia que pode ser medida, depende da avidez do anticorpo 
ou populates de anticorpos presentes e varia, de acordo com 
a natureza do ensaio, de 1 : 1 (P- 1 : 10 5 ou mais. 

Varios radioisotopos podem ser utilizados, mas os marca¬ 
dores para reagentes sorologicos devem apresentar meia-vida 
compativel. Isotopos como 12 H (meia-vida de 57,5 dias) e 131 I 
(meia-vida de 8 dias) sao os mais empregados na Imunologia. 

Como qualquer ensaio com ligantes, o radioimunoensaio 
compreende tres estagios: constru^ao de curva de calibrate, 
interpolate dos resultados e controle de qualidade. A curva 
de calibrate e construida a partir de uma serie de diluiqoes 
com concentrates conhecidas da substancia a ser determi¬ 
nada, que sao chamadas de padrbes ou calibradores. Apos a 
realiza^ao dos ensaios, a medida da resposta e feita por con- 
tagem radioativa, cujo metodo depende do tipo de radia^ao 
emitida. Para radiaqoes alfa e beta utiliza-se um contador de 
cintilapoes, e, para radia^ao gama, um contador gama de cris- 
tal sblido. Apos a contagem, constroi-se uma curva de calibra- 
9&0 que expressa a relaqao entre a concentra^ao do calibrador 
e a resposta. Estima-se a concentra^ao da substancia em teste 
processando a amostra do mesmo modo que os calibradores e 
fazendo-se a interpolate da concentra^ao que corresponde a 
resposta observada. Visto que qualquer medida envolve erros, 
os resultados do ensaio devem ser acompanhados de limi- 
tes de confian^a determinados estatisticamente. Tambem e 
importante fazer um controle dos erros sistematicos e ocasio- 
nais, incluindo amostras de concentra^ao conhecida em cada 
partida de ensaios. 

Uma etapa critica e que introduz a maior fonte de erro do 
radioimunoensaio e a separa^ao das trashes livre e ligada da 
substancia marcada. Essa separa^ao pode ser realizada por 
varios processos, porem nenhum dos metodos e perfeito, 
tendo cada um suas vantagens e desvantagens, dependendo 
da diferen^a de tamanho entre a substancia marcada livre e 
a ligada. As tecnicas mais empregadas sao a imunoprecipita- 
qao (precipitaqao do duplo anticorpo), a separaqao quimica 
(sulfato de amonio, etanol, polietilenoglicol etc.) e as tecnicas 
com adsorventes (talco, silica, resinas, proteina A, celulose 
etc.). Uma alternativa a separa^ao das fraqoes livre e ligada e 
a imobilizato de um dos reagentes a uma fase solida, tanto 
por adsorqao quanto por conjugate covalente, tornando mais 
rapida e facil a separa^ao e permitindo que grande numero de 
amostras seja processado rapidamente. Ha dois tipos de siste- 
mas de fase solida, com matrizes particuladas (celulose, aga¬ 
rose) ou com superficie continua (tubos, discos, placas). 

Radioimunoensaio de fase solida 

No radioimunoensaio de fase solida, um dos reagentes e 
imobilizado nas cavidades de placas plasticas de microtitula- 
qao. O emprego desses ensaios de fase solida facilita a lavagem, 
eliminando a necessidade de centrifugate, especialmente no 
passo em que e necessario remover to dos os tra^os de material 
radioativo nao ligado. Essa tecnica e mais rapida e necessita de 
menor quantidade de reagentes. 
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As placas sao sensibilizadas com antfgeno ou anticorpo, 
cuja concent ra^ao otima deve ser empiricamente determinada 
para cada sistema. A placa deve ser bloqueada para evitar a 
adsorqao nao especifica dos reagentes. Apos as incubagoes, 
sao feitas lavagens das placas com tampoes apropriados a fim 
de remover as substancias nao ligadas ao suporte. Ha diversas 
variagoes no radioimunoensaio, adaptadas de acordo com o 
objetivo do teste. Serao comentados os metodos de compe- 
tigao com antigeno marcado, de competigao com anticorpo 
marcado e o ensaio imunorradiometrico (IRMA) para a pes- 
quisa de antigeno. 

Radioimunoensaio de competigao com antfgeno marcado 

No radioimunoensaio de competigao com antigeno 
marcado (Figura 2.12), uma quantidade fixa e limitada de 
anticorpo e ligada a um suporte solido. Adiciona-se uma 
quantidade fixa e pequena de antigeno marcado, mistu- 
rada com a amostra em teste ou com as solugoes padrao 
que contenham concentrates conhecidas do antigeno 
nao marcado. Apos um periodo de incubagao, remove-se o 
antigeno nao ligado e faz-se a medida da radioatividade da 
fase so ida. O antigeno da amostra ou das solutes padrao 
inibe, por competigao, a ligagao do antigeno marcado ao 
anticorpo imobilizado na fase solida, de modo que, quanto 
maior a quantidade de antigeno na amostra ou no padrao, 
maior a fragao de antigeno marcado livre. A quantidade 
de antigeno que se liga depende tanto de sua concentra- 
to quanto da afinidade do anticorpo pelo antigeno. Os 
resultados das solutes padrao de concentrate conhecida 
sao utilizados para construir a curva de inibigao da res- 


posta radioativa em fungao da concentrate do antigeno. 
A partir da resposta obtida, a concentrate do antigeno em 
teste e estimada por interpolate na curva. 

Radioimunoensaio de competigao com anticorpo marcado 

No radioimunoensaio de competito com anticorpo marcado 
(Figura 2.12), uma quantidade fixa do antigeno e imobilizada em 
um suporte solido. Adiciona-se uma quantidade fixade anticorpo 
marcado especifico, misturada com a amostra em teste ou uma 
serie de solutes padrao com concentrates variadas do antigeno 
soluvel. Apos um periodo de incubate, o anticorpo marcado 
que nao se ligou a fase solida e o antigeno soluvel sao removidos 
por lavagem e faz-se a medida da radioatividade da fase solida. O 
anticorpo especifico pode ser marcado diretamente ou pode estar 
ligado a uma anti-imunoglobulina marcada. O antigeno soluvel da 
amostra ou das solutes padrao inibe, por competito, a ligato 
do anticorpo especifico ao antigeno imobilizado na fase solida, de 
modo que, quanto maior a concentrate de antigeno na amos¬ 
tra em teste, ou nas solutes padrao, menor sera a quantidade de 
anticorpo marcado ligada a fase solida. Os resultados das solutes 
padrao de concentrate conhecida sao utilizados para construir 
a curva de inibito da resposta radioativa em fungao da concen¬ 
trate do antigeno. A partir da resposta obtida, a concentrate do 
antigeno em teste e estimada por interpolate na curva. 

Ensaio imunorradiometrico 

Miles e Hales, em 1968, descreveram um sistema alterna¬ 
tive do radioimunoensaio em que anticorpos monoespeeffi- 
cos marcados sao utilizados para quantificar o antigeno. No 
radioimunoensaio convencional, a quantidade do anticorpo 
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Figura 2.12 Radioimunoensaio. Esquema dos metodos de competigao com antigeno marcado, de competi^ao com anticorpo marcado e do 
ensaio imunorradiometrico (IRMA) para a pesquisa de antigenos. 
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na fase solida e limitada, sendo um reagente proporcional, e 
o antigeno fica em excesso. No ensaio imunorradiometrico, o 
anticorpo deve estar em excesso na fase solida. O emprego de 
anticorpos monoclonais facilita e refina o ensaio, tornando-o 
util para a detecto de antigenos proteicos. 

No ensaio imunorradiometrico que utiliza o sistema de 
“sanduiche” de dois sitios ou duplo anticorpo (Figura 2.12), uma 
quantidade fixa de anticorpo e imobilizada em um suporte. A 
solu^ao teste, com quantidade desconhecida de antigeno, ou as 
solu^oes padrao, com concentrates conhecidas do antigeno, 
sao adicionadas. Apos a incuba^ao, remove-se o antigeno nao 
ligado e adicionam-se anticorpos marcados especificos para o 
antigeno, com sitio de liga^ao diferente do sitio do anticorpo 
de fase solida. O anticorpo marcado nao ligado e removido 
por lavagem e faz-se a medida da radioatividade da fase solida. 
Quanto maior a concentrate de antigeno na amostra ou nas 
solutes padrao, maior a quantidade de anticorpo marcado 
ligado e maior a radioatividade. Os resultados das solutes 
padrao de concentrate conhecida sao utilizados para cons- 
truir a curva de liga^ao do anticorpo marcado em funto da 
concentrate do antigeno. A partir da resposta obtida, a con¬ 
centrate do antigeno em teste e estimada por interpolate 
na curva. Comparado ao radioimunoensaio de competi^ao, o 
IRMA tern tempos de incubate menores, maior precisao e, 
teoricamente, maior sensibilidade. 

- Autorradiografia 

A autorradiografia ou radioautografia e um metodo que 
utiliza uma emulsao sensivel a radiate para registrar a dis¬ 
tribute espacial de isotopos radioativos em determinado 
tecido, celula, organela ou molecula, podendo localizar subs- 
tancias, estruturas ou processos biologicos. 

Alem de ser util em uma serie muito grande de aplica^oes, 
como na micro scopia eletronica e na cromatografia, a autorra¬ 
diografia pode ser utilizada na re vela to da rea^ao antigeno- 
anticorpo em varias tecnicas, como immunoblotting e dot-blot, 
e na visualiza^ao de precipitados em gel, como nas tecnicas de 
imunodifusao, imunoeletroforese e imunofixa^ao. Os radioi¬ 
sotopos mais comumente utilizados na autorradiografia para 
marcar antigenos ou anticorpos sao 3 H, 45 Ca, 125 I, 32 P ou 35 S. 
Com exce^ao do I25 I, que emite radiate gama, os demais emi- 
tem particulas beta. 

Os filmes de radiografias de alta velocidade sao os mais 
empregados nos metodos de detecto de radioisotopos em 
superficies planas, tais como geis de agarose ou acrilamida, fil- 
tros de nitrocelulose etc. Utilizam emulsoes sensiveis quanto a 
capacidade de reagir efetivamente a luz (fotons) e a radiates 
ionizantes como raios gama, eletrons e particulas beta, forne- 
cendo uma boa combinato de sensibilidade e resolute. Ao 
mesmo tempo, nao necessitam de investimento em equipa- 
mentos caros. Os filmes de raios X comumente utilizados sao 
formados por uma camada de emulsao sensivel a radiate e 
um suporte flexivel. A camada de emulsao e feita de pequenos 
cristais de haletos de prata (brometos, cloretos ou misturas de 
haletos, incluindo iodetos), suspensos em gelatina. 

Para a realizate da autorradiografia os preparados devem 
ser secos. Os geis de agarose e poliacrilamida podem ser utili¬ 
zados sem secar, porem apresentam sensibilidade e resolute 
menores. Alem disso, a secagem evita a difusao das bandas. 

Em linhas gerais, o processo da autorradiografia e consti- 
tuido por tres etapas basicas: aplicate da emulsao, exposito 
e desenvolvimento ou revelate. Apos a aplica^ao da emul¬ 
sao, o tempo de exposito varia de acordo com o isotopo 


empregado. Durante esse periodo de exposito, a radiate 
ionizante emitida pelo decaimento da substantia radioativa 
interage com cada cristal de haleto de prata individualmente, 
promovendo a liberate de eletrons no cristal e dando origem 
a imagens latentes (invisiveis), que, na revela^ao da emulsao, 
promovem a redu^ao do haleto de prata para prata metalica. 
Apenas os cristais de haleto de prata que foram atingidos por 
uma particula sao reduzidos a prata metalica, enquanto cris¬ 
tais nao expostos nao se transformam em granulos de prata. 
Essas alterates na emulsao sao semelhantes as que ocorrem 
em um processo fotografico comum. Apos o desenvolvimento 
do processo fotografico, os pontos pretos ou granulos da ima- 
gem autorradiografica formada localizam o sitio da emissao 
radioativa. 

Tres metodos de exposito podem ser utilizados com geis 
ou membranas: autorradiografia direta, fluorografia e telas 
intensificadoras. O metodo de escolha dependera do nivel de 
penetrate da radiate do isotopo empregado. Ha diferen^as 
entre a sensibilidade e a resoluto desses metodos. A maior 
resoluto e obtida na autorradiografia direta, em que parti- 
culas beta ou raios gama interagem diretamente com os cris¬ 
tais do haleto de prata na emulsao do filme radiografico. A 
fluorografia e as telas intensificadoras sao metodos indiretos 
que promovem aumento de sensibilidade pela conversao das 
emissoes radioativas em luz. 

Autorradiografia direta 

Na autorradiografia direta, o filme de radiografias e colo- 
cado o mais proximo possfvel da amostra, em um recipiente 
a prova de luz, e exposto a qualquer temperatura conveniente. 
Apos a exposito, o filme e removido e processado de acordo 
com as instrufes do fabricante, manual ou automaticamente. 
Esse metodo e simples e fornece otima resoluto, com mode- 
rada sensibilidade para isotopos emissores de beta de alta 
ou media energia (exceto 3 H, que 6 emissor de beta de baixa 
energia). Produz imagens quantitativas, em que a absorbancia 
da imagem do filme e diretamente proporcional a radioativi¬ 
dade, ate o limite de saturate do filme. E o metodo de escolha 
quando a resoluto espacial e mais importante do que a sen¬ 
sibilidade. Necessita de um tempo maior de exposito do que 
os outros metodos. 

Esse metodo e recomendado com 14 C ou 35 S, em geis de acri¬ 
lamida ou agarose e com 32 P e os emissores gama, em qualquer 
tipo de amostra plana, quando se necessita de maior resoluto. 
Com 14 C ou 33 S, em papel ou membrana de nitrocelulose, tanto 
a resoluto quanto a sensibilidade sao elevadas nessa fecnica. 

Fluorografia 

A eficiencia de detecto de radioisotopos, que emitem 
particulas beta de baixa energia, depende tanto da energia de 
emissao do isotopo quanto da propor^ao de acessibilidade 
das moleculas radioativas na amostra. Assim, quando emis¬ 
sores de beta de baixa energia, como 3 H, 14 C ou 35 S, estao 
localizados em agregados ou geis de acrilamida ou agarose, 
ou amostras similares, as particulas beta sao absorvidas pela 
amostra e nao conseguem reagir com o filme. Para solucionar 
esse problema pode-se empregar a fluorografia, metodo que 
aumenta a detecto do sinal radioativo utilizando a impreg¬ 
nate* da amostra com um cintilador organico, como o PPO 
(2,5-difeniloxazol). 

Na fluorografia as particulas beta da amostra excitam o cin¬ 
tilador, de modo a emitir luz ultravioleta ou azul, que nao e 
absorvida pela amostra, podendo ser liberada mais livremente 
e produzindo uma imagem fotografica, em vez de autorradio- 
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grafica, no filme de radiografias. Varios reagentes fluorografi- 
cos e procedimentos tem sido descritos. Eles diferem na sen¬ 
sibilidade, qualidade da imagem, tempo de prepara^ao, custo 
e conveniencia. 

Esse metodo necessita de me nor tempo de exposi<;ao e 
e mais sensivel, porem apresenta menor resoluqao da ima¬ 
gem e necessita de exposiqao a baixa temperatura (-70°C). 
Alem disso, para obter uma resposta quantitativa do filme 
e maxima sensibilidade com pequena quantidade de radio- 
atividade, e necessario pre-expor o filme a um flash de luz 
instantaneo. 

A maioria das aplicaqoes da fluorografia refere-se prin- 
cipalmente a geis de poliacrilamida, sendo tambem apli- 
cada em papel, membrana de nitrocelulose etc. A eficien- 
cia de detecqao de 14 C e 35 S em geis de poliacrilamida pode 
ser ate 10 vezes maior do que no metodo direto, porem, 
quando esses isotopos sao utilizados em marca<;6es em 
membranas de nitrocelulose, como no immunoblotting, o 
metodo direto e eficiente, nao sendo necessario empregar 
fluorografia. 

Esse metodo e recomendado com 3 H, em geis de acrila- 
mida e agarose, papel e membrana de nitrocelulose e com 14 C 
ou 3b S, em geis de acrilamida ou agarose, quando se necessita 
de maior sensibilidade. 

Telas intensificadoras 

Os raios gama, como os emitidos pelo 125 I, e as parti- 
culas beta de alta energia, como as emitidas pelo 32 P, t£m 
alto poder de penetraqao, nao sendo absorvidos eficien- 
temente pelo filme de radiografias. Consequentemente, 
atravessam e ultrapass am o filme, de modo que a maior 
parte da energia emitida se perde, sem ser registrada. Para 
solucionar esse problema pode-se colocar o filme entre a 
amostra e uma tela intensificadora, constitufda de uma 
substancia fluorescente inorganica de alta densidade. Essa 
tela absorve mais eficientemente a radiaqao que passa 
atraves do filme e a converte em luz azul ou ultravioleta, 
que e enviada de volta para o filme, havendo a forma^ao 
de uma imagem fotografica, que se sobrepoe a autorra- 
diografica. Essa conversao e utilizada rotineiramente na 
radiologia medica. 

Do mesmo modo que na fluorografia, ha necessidade de 
exposiqao a -70°C e de pre-exposi^ao do filme a um breve 
flash de luz, quando se detectam pequenas quantidades de 
radioatividade, em longos perfodos de exposi^ao, para supe- 
rar a fase inicial da forma^ao da imagem fotografica pela luz, 
que e reversfvel. Embora as telas de intensifica^ao aumentem 
muito a sensibilidade de detec 9 ao do 32 P e dos emissores gama, 
ha diminuiqao na resolu^ao devido ao espalhamento das emis- 
soes primarias e secundarias. 

Entre as telas intensificadoras disponfveis, a de tungs- 
tato de calcio e a mais utilizada, pois fornece maior reso- 
lu^ao e menor rea^ao de fundo na detec^ao de radioiso- 
topos. Telas que cont6m fluorocloreto de bario ativado 
com europio ou oxissulfeto de lantanio, gadolinio ou ftrio 
ativado com terbio podem ser mais sensiveis, porem for- 
necem menor resolu^ao e maior reaqao de fundo devido 
a necessidade da exposi^ao a ~70°C e a pre-exposi^ao do 
filme. 

Esse metodo e recomendado com 32 P e os emissores 
gama, em qualquer tipo de amostra plana, quando se neces¬ 
sita de maior sensibilidade, e nao tem efeito na detecqao 
de emissoes de menor energia, como no caso de 3 H, 14 C ou 
35 S. 


► Tecnicas imunoenzimaticas 

As tecnicas imunoenzimaticas tem base na utiliza^ao de 
antfgenos ou anticorpos marcados com enzimas e permitem a 
detec^ao, titula^ao e quantifica^ao de substancias de interesse 
biologico. Varios metodos imunoenzimaticos foram desenvol- 
vidos: 

■ Para a localiza^ao de constituintes celulares 

■ Para a medida de pequenas quantidades de antigenos, hap- 

tenos e anticorpos 

■ Para a detec^ao de imunoprecipitados. 

Nessas tecnicas, um dos fatores mais importantes e a 
eficiencia do conjugado empregado e, consequentemente, a 
escolha de tres componentes: anticorpo ou antfgeno, enzima 
e processo de conjuga^ao, cujas caracterfsticas, por sua vez, 
variam de acordo com a tecnica empregada. 

- Imunoperoxidase 

A tecnica de marca^ao de anticorpos com enzimas foi 
introduzida por Avrameas e Uriel e por Nakane e Pierce, em 
1966, para detectar e localizar antfgenos celulares empregando 
microscopia optica comum. Como a enzima utilizada foi a 
peroxidase, a tecnica ficou conhecida como imunoperoxidase. 

As tecnicas para localizar constituintes celulares seguem 
o mesmo princfpio da imunofluorescencia, com a diferen^a 
de que, em vez do fluorocromo, emprega-se a enzima, que 
tem maior capacidade de amplifica^ao. A enzima converte o 
componente cromogeno (substrato + doador de hidrogenio) 
em um produto insoluvel que precipita no sitio da rea^ao. 
Esses precipitados podem ser visfveis ao micro scopio optico 
comum e, adicionando-se tetroxido de osmio, ao microsco- 
pio eletronico. Alem da peroxidase, outras enzimas, como a 
fosfatase alcalina e a glicose oxidase, podem ser emprega- 
das na localizaqao de antigenos. A peroxidase e a enzima de 
escolha porque a colora^ao e de facil realiza^ao e fornece 
resultados satisfatorios e reprodutiveis; alem disso, seu baixo 
peso molecular permite que o conjugado penetre com maior 
facilidade no interior de celulas fixadas, definindo melhor as 
estruturas. Dependendo do cromogeno utilizado, podem ser 
obtidos produto s de rea^ao com colora^oes diferentes, o que 
permite a detec^ao simultanea de dois ou mais constituintes 
celulares. 

Uma variaqao do teste e a tecnica PAP (peroxidase-antipe¬ 
roxidase), que compreende tres estagios, O anticorpo espe- 
cifico, obtido em coelho, reage com o antfgeno da lamina. A 
seguir, coloca-se uma anti-imunoglobulina de coelho obtida 
em cabra. Finalmente, adiciona-se um complexo soluvel 
que consiste em peroxidase combinada com antiperoxidase, 
obtida em coelho. Esse complexo se liga a anti-imunoglobu- 
lina de coelho ja fixada ao primeiro anticorpo, incorporando a 
peroxidase ao sistema. Adiciona-se o cromogeno e obtem-se o 
precipitado marrom. 

A tecnica da imunoperoxidase pode ser utilizada na 
pesquisa de anticorpos, com o mesmo princfpio utili¬ 
zado na imunofluorescencia indireta. Antigenos sao fixa- 
dos a lamina e incubados com dilui^oes do soro onde se 
quer pesquisar os anticorpos especfficos. Apos lavagem, 
incuba-se com uma anti-imunoglobulina marcada com a 
peroxidase. Depois, adiciona-se o substrato cromogenico, 
como a diaminobenzidina/H 2 0 2 que, sob a a<^ao da enzima, 
forma um precipitado. Com rela^ao a imunofluorescencia, 
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a imunoperoxidase tem a vantagem de fornecer prepara- 
^oes duradouras e de nao necessitar da microscopia de fluo- 
rescencia. 

O sistema de amplifica^ao da avidina/estreptavidina- 
biotina pode ser utilizado na tecnica da imunoperoxidase, 
em que a enzima 6 conjugada a avidina e o anticorpo, a bio- 
tina. Esse sistema tem sido utilizado em varios estudos de 
imunocitoquimica e imuno-histoquimica. Em tecidos que 
content altos niveis de biotina endogena, o que pode resultar 
em alto nivel de colora^ao de fundo, e necessario bloquear a 
molecula endogena antes de adicionar os reagentes biotini- 
lados. 

- Enzimaimunoensaio 

O enzimaimunoensaio e urn metodo quantitative em que 
a rea^ao antigeno-anticorpo e monitorada pela medida da ati- 
vidade enzimatica. Desempenha papel muito importante no 
laboratorio clinico, pois, alem de elevada sensibilidade, com- 
paravel a do radioimunoensaio, apresenta as vantagens de uti- 
lizar reagentes estaveis, estar livre das exigencias de trabalhar 
com radioisotopos e poder ser adaptado tanto a testes simples 
quanto a automa^ao. O ensaio pode ser empregado com uma 
variedade de sistemas de detec^ao, que vao de leituras visuais a 
fotometricas, com substratos coloridos, fluorescentes ou lumi- 
nescentes, fato que tem contribuido para a multiplica^ao de 
seus metodos e aplica^oes. 

Uma caracteristica comum entre radioimunoensaio e enzi¬ 
maimunoensaio e que ambos medem, diretamente, a intera- 
9&0 entre o antigeno e o anticorpo, nao dependendo de um 
segundo fenomeno como precipita^ao, aglutina^ao ou fixa^ao 
de complemento. Este segundo fenomeno requer a forma^ao 
de complexos antigeno-anticorpo maiores, o que diminui o 
seu limiar de sensibilidade. 

Rubenstein, em 1972, classificou o enzimaimunoensaio 
em dois tipos: homogeneo e heterogeneo. Nos ensaios homo- 
geneos, nao e necessario separar os complexos antigeno- 
anticorpo e o antigeno e/ou o anticorpo livres, pois a intera- 
^ao antigeno-anticorpo modula a atividade da enzima. Nos 
ensaios heterogeneo s a separa^ao e necessaria, pois a atividade 
da enzima nao e alterada pela rea^ao antigeno-anticorpo. Os 
ensaios homogeneos sao mais utilizados para detectar hapte- 
nos e os heterogeneos, para detectar moleculas maiores. 

Para ser utilizada em imunoensaio, a enzima deve preen- 
cher os seguintes requisitos: ter alta atividade especifica, sendo 
o produto da rea^ao enzimatica estavel, de facil quantifica^ao e 
com alto coeficiente de extin^ao molar, facilitando a detec^ao 
de pequenas quantidades de enzima; ser estavel; ser facilmente 
obtida em forma purificada; ser facilmente conjugada a varios 
antigenos, anticorpos e haptenos, sem perda da sua atividade; 
ter pre^o acessivel. Entre as enzimas, a mais empregada e a 
peroxidase, que, alem desses requisitos, pode ser conjugada 
por varios processos e ser revelada por varias substancias cro- 
mog£nicas. Quando o antigeno tem atividade de peroxidase, a 
fosfatase alcalina e uma boa alternativa. 

Nos ensaios heterogeneos, alem da peroxidase, as enzimas 
mais utilizadas sao fosfatase alcalina, (3-galactosidase, glicose 
oxidase, glucoamilase, anidrase carbonica e acetilcolineste- 
rase. Nos ensaios homogeneos, sao lisozima, malato desi- 
drogenase, glicose- 6 -fosfato desidrogenase, ribonuclease A e 
fS-galactosidase. 


ELISA 

O termo ELISA ( Enzyme-linked immunosorbent assay ) foi 
utilizado pela primeira vez por Engvall e Perlmann, em 1971, e 
identifica um ensaio heterogeneo, diferente dos metodos enzi- 
maticos ate entao utilizados, que envolviam colora^oes imuno- 
histoquimicas pela tecnica de imunoperoxidase. O conceito de 
enzimaimunoensaio heterogeneo foi apresentado por Miles e 
Hales, em 1968, mas o emprego de conjugados enzimaticos em 
imunoensaio s foi relatado, independentemente, por Engvall e 
Perlmann (Suecia), com o termo ELISA, e por Van Weemen e 
Schuurs (Holanda), com o termo EIA (enzimaimunoensaio), 
em 1971. Esse teste foi desenvolvido, como uma alternativa 
ao radioimunoensaio, para detectar antigenos e anticorpos. 
O seu principio basico e a imobiliza^ao de um dos reagentes 
em uma fase solida, enquanto outro reagente pode ser ligado 
a uma enzima, com preserva^ao das atividades enzimatica e 
imunologica do anticorpo. A fase solida pode ser constituida 
por particulas de agarose, poliacrilamida, dextrana, poliesti- 
reno etc. Placas plasticas sao as mais difundidas, por permi- 
tirem a realiza^ao de multiplos ensaios e automa^ao. O teste 
detecta quantidades extremamente pequenas de antigenos ou 
anticorpos, podendo ter elevada precisao se os reagentes e os 
parametros do ensaio forem bem padronizados. 

Especial aten^ao deve ser dada a fase solida, cujas proprie- 
dades podem variar de acordo com a composi^ao. Os mate¬ 
rials plasticos disponiveis para essa finalidade sao poliesti- 
reno, polipropileno, policarbonato e polivinil. O poliestireno 
e o mais adequado para proteinas. E composto por uma longa 
cadeia de carbono com aneis de benzeno, o que o torna muito 
hidrofobico. Ha placas de poliestireno com alta, media e baixa 
capacidade de liga^ao de proteinas. 

Proteinas e outras biomoleculas ligam-se as placas por 
varios mecanismos. A adsor^ao passiva consiste em intera- 
^oes hidrofdbicas (media liga^ao) ou intera^oes hidrofobico- 
ionicas (alta liga^ao), entre os residuos apolares das proteinas 
e a superficie da placa, embora formas eletrostaticas tambem 
possam contribuir. Em placas que tem a superficie modificada 
por grupos amina ou carboxil, a liga^ao a biomolecula se faz 
covalentemente. 

Placas de media capacidade de liga^ao sao recomendadas 
para a imobiliza^ao de moleculas grandes, como anticorpos 
ou antigenos > 20 kDa, que apresentam grandes areas hidro- 
fobicas capazes de reagir com a placa. A capacidade de liga^ao 
dessas placas e de 100 a 200 ng IgG/cm 2 . 

Placas de alta capacidade de liga^ao sao modificadas por 
radia^ao que incorpora grupos carboxilicos ao anel benzenico, 
permitindo intera^oes hidrofobicas e ionicas com os grupos 
com carga positiva das biomoleculas. Sao indicadas para liga- 
^ao de biomoleculas de tamanho medio a grande (> 10 kDa) 
com carga positiva com ou sem grupos hidrofobicos. A capa¬ 
cidade de liga^ao e de 400 a 500 ng IgG/cm 2 . 

Em casos especiais, podem ser necessarias placas pre- 
ativadas. Por exemplo, placas pre-revestidas com proteina A 
ou proteina G para a sensibiliza^ao com anticorpos; placas 
pre-revestidas com estreptavidina para amostras ou anticor¬ 
pos biotinilados; placas revestidas com niquel ou cobre para 
proteina com cauda de histidina ou anticorpos IgG que tem 
uma sequencia rica em histidina em seu dominio Fc; pla¬ 
cas modificadas pela substitui^ao do anel benzeno por gru¬ 
pos amina carregados positivamente para a liga^ao ionica de 
moleculas pequenas com carga negativa por meio dos grupos 
funcionais amina, carboxil ou tiol. 
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As placas de poliestireno podem ser modificadas intro - 
duzindo-se grupos funcionais que permitem a imobiliza^ao 
covalente de biomoleculas. Assim, ha plaeas ativadas com 
anidrido maleico ou maleimida para a liga^ao covalente de 
moleculas por meio de aminas ou tiois; placas ativadas com 
N-oxissuccinimida para a liga^ao covalente de grupos amina; 
placas ativadas com hidrazida para a liga^ao covalente de car- 
boidratos ativados por periodato. Para escolher uma dessas 
placas, e necessario conhecer a estrutura da molecula que sera 
imobilizada na fase solida e que esse processo nao interfira 
com a atividade imunologica ou enzimatica da molecula. 

As placas podem ser de fundo piano, arredondado ou piano 
com cantos chanfrados (easy wash). As placas de fundo piano 
sao mais adequadas para a leitura colorimetrica, pois possibili- 
tam alta transmissao optica e baixo background , embora possa 
haver reten^ao de liquido nos cantos; nas de fundo arredon¬ 
dado nao ha reten^ao de liquido, mas sao menos adequadas 
para a leitura colorimetrica. As placas chanfradas sao uma 
alternativa, embora seu uso seja menos difundido. As placas 
claras feitas de poliestireno puro sao as mais indicadas devido 
as caracteristicas de liga^ao e sao ideals para leituras colori- 
metricas. 

Embora algumas moleculas necessitem de conduces espe- 
ciais ou pre-tratamento antes de serem imobilizadas, o metodo 
mais utilizado de sensibiliza^ao de placas emprega concen¬ 
trates de proteinas entre 2 e 10 pg/mf diluidas em solu^ao 
salina tamponada por fosfatos (PBS), pH 7,4, ou em tampao 
carbonato-bicarbonato, pH 9,6. A solu^ao alcalina auxilia 
na solubiliza^ao de varias proteinas e peptidios, e a maioria 
das proteinas se liga mais fortemente as placas em condi<^6es 
alcalinas. O PBS e recomendado quando as placas forem secas 
para utiliza^ao posterior, pois o fosfato estrutura as moleculas 
de agua ao redor das moleculas, diminuindo a desnatura^ao. A 
incuba^ao das placas deve ser feita overnight (16 h) a 4°C, para 
permitir o equilibrio entre as moleculas livres e as ligadas. 

O grau de pureza do antigeno ou do anticorpo da fase 
solida e muito importante, pois qualquer material heterologo 
competira pelo espa^o na placa. Para a pesquisa de antigeno, 
o anticorpo utilizado na sensibilizac^ao deve ter alta afinidade 
e curva dose-resposta com grande inclina<;ao. Para a pes¬ 
quisa de anticorpos, o antigeno deve estar livre de impurezas, 
podendo-se utilizar antigenos purificados por cromatografia 
de afinidade com anticorpos monoclonais, peptidios sinteticos 
ou antigenos recombinantes. 

Apos a sensibiliza^ao da placa com o antigeno ou o anti¬ 
corpo, todos os sitios reativos da placa devem ser bloqueados 
com uma alta concentra^ao de proteina, como leite desnatado, 
soroalbumina bovina, gelatina, caseina e soro fetal bovino. Essa 
solu^ao de bloqueio tambem pode ser utilizada como diluente 
nas fases subsequentes do teste para diminuir o background e 
estabilizar as moleculas ligadas a placa. As placas sensibiliza- 
das podem ser utilizadas imediatamente ou secas e conserva- 
das a 4°C para serem utilizadas posteriormente, dependendo 
da estabilidade da proteina ligada. 

Quanto a amostra, e importante que seja ensaiada na 
faixa de concentra^ao em que a curva dose-resposta do teste 
ELISA tenha grande inclina^ao, ou seja, na regiao em que 
pouca varia^ao na concentra^ao resulta em grande aumento 
na densidade optica. Para tanto, e necessario diluir a amos¬ 
tra. A adsor^ao nao especifica de componentes da amostra 
na placa pode ser reduzida incluindo-se um detergente nao 
ionico, como o Tween 20, e/ou proteina (leite desnatado, gela¬ 
tina, soroalbumina bovina, caseina, soro fetal bovino etc.) no 
diluente da amostra. Na pesquisa de anticorpos, dilui^oes da 


amostra da ordem de 100 vezes ou mais auxiliam a diminuir 
as rea^oes inespecificas; o emprego de uma unica dilui^ao da 
amostra pode levar a resultados falso-negativos ou subestima- 
dos quando os anticorpos sao de baixa afinidade. 

As lavagens entre os periodos de incuba^ao do teste sao 
feitas, geralmente, com tampao fosfato contendo Tween 20 a 
0,05%, que promove a dissocia$ao das liga^oes mais fracas e 
age como um bloqueador hidrofobico, bloqueando sitios na 
superficie da placa que podem ficar livres devido a lavagem. 
Para promover a dissocia^ao de anticorpos de baixa avidez, 
pode-se realizar a lavagem com solu<;ao de ureia ou de aminas 
basicas. 

Os conjugados devem ser preparados com anticorpos de 
alta afinidade e maximamente purificados. Melhores resulta¬ 
dos sao obtidos com anticorpos purificados por cromatografia 
de afinidade ou com anticorpos monoclonais, mas anticorpos 
produzidos em animais ou hibridomas diferentes, embora 
reagentes contra o mesmo epitopo, podem variar. O metodo 
de conjuga^ao, os diluentes e as conduces de armazenamento 
podem influenciar o desempenho do conjugado. 

As enzimas mais utilizadas no teste ELISA sao a peroxidase 
e a fosfatase alcalina. Cada uma tern as suas vantagens e desvan- 
tagens. Ambas sao estaveis, podem ser estocadas a 4°C por mais 
de 6 meses e sao relativamente baratas. A principal vantagem da 
peroxidase e ser uma molecula pequena (40 kDa), e, por isso, 
raramente causa problemas de impedimento esterico. A princi¬ 
pal desvantagem e ser incompatfvel com preservantes como a 
azida sodica. A fosfatase alcalina e mais estavel do que a peroxi¬ 
dase, porem e uma molecula maior (140 kDa) e um pouco mais 
cara. Entretanto, sua principal desvantagem e ser inativada por 
agentes quelantes, pH acido e fosfatos inorganicos. 

Para a revela^ao da rea^ao sao utilizados substratos cromo- 
genicos que, por sua a^ao enzimatica, dao origem a produtos 
soluveis coloridos (Figura 2.13). Para a peroxidase, o substrata e 
o peroxido de hidrogenio (H 2 0 2 ) e os cromogenos ou doadores 
de hidrogenio mais utilizados sao ortofenilenodiamina (OPD), 
acido 5-aminossalicilico, ortotoluidina, 2,2'-diazino do acido 
etilbenzotiazolino sulfonico (ABTS) e tetrametilbenzidina 
(TMB). A peroxidase reduz a H 2 0 2 , o que leva a oxida^ao do 
segundo substrata e da origem a um produto de rea^ao soluvel 
e colorido. A escolha do cromogeno, embora dependa da prefe- 



Figura 2.13 Placa de ELISA em que se empregou 0PD/H 2 0 2 na reve- 
lagao da rea^ac. 
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rencia do laboratorio, deve levar em considera^ao varios fatores, 
como sensibilidade, reaqao de fundo, estabilidade do composto, 
toxicidade e custo. ABTS e menos sensivel que OPD e TMB, o 
que pode ser uma vantagem no caso de ensaios com elevada 
colora^ao de fundo. TMB e muito sensivel e pode originar ele¬ 
vada coloraqao de fundo quando se utiliza muito antigeno ou 
anticorpo. A concentra^ao otima do substrata (H 2 0 2 ) e o fator 
mais importante no desenvolvimento da cor e depende do cro- 
mogeno empregado e da fase solida, devendo ser estabelecida 
preliminarmente. Apos o desenvolvimento da colora^ao, sua 
determina^ao pode ser feita visualmente, para resultados quali- 
tativos, ou medindo-se a densidade optica da solu^ao, espectro- 
fotometricamente. Este e o metodo de escolha, e ha varios tipos 
de fotometros multicanal, especificos para a leitura de placas de 
ELISA. Varia^oes diarias nas condi^oes do teste tornam neces¬ 
saria a corre^ao dos valores das amostras ensaiadas com rela 9 ao 
a amostras de referenda. 

O objetivo do ensaio e a quantifica^ao ou verifica^ao da 
presen^a de um antigeno ou anticorpo. Os varios metodos de 
expressao dos resultados do teste se enquadram em duas cate- 
gorias: quantificaqao da concentra^ao da amostra em analise 
(geralmente para antigenos ou haptenos) ou relato dos valores 
da absorbancia obtida ou outra unidade arbitraria (geralmente 
para anticorpos). No caso de antigenos bem definidos, e pos- 
sivel obter as concentrates em mg/m4 sendo necessaria uma 
amostra de referenda para construir uma curva dose-resposta 
para calibra^ao (concentra^ao do padrao versus absorbancia). 
Na pesquisa de anticorpos a quantificaqao e mais complexa, 
pois, alem de serem heterogeneos quanto a sua afinidade e 
propriedades fisico-quimicas, sao, geralmente, ensaiados em 
uma faixa de concentraqao mais ampla do que a dos antigenos. 
Alem disso, a afinidade dos anticorpos varia com a concen- 
tra^ao, sendo maior em amostras mais diluidas. Essas dife- 
renqas devem ser consideradas ao se expressar os resultados, 
mas, independentemente do metodo escolhido para relata- 
los, e necessario determinar o limiar de reatividade ou cut-off. 
Valores acima do limiar de reatividade sao considerados posi¬ 
tives. Varios metodos podem ser utilizados para expressar os 
resultados obtidos no teste ELISA: 

■ Titulagdo simples: apos diluiqoes em serie da amostra, 
determina-se o titulo com relaqao ao limiar de reatividade 

■ Metodo da dose efetiva: compara a curva dose-resposta 
da amostra com a de um soro positivo de referenda. Este 
metodo e mais reprodutivel do que o anterior porque as 
leituras sao feitas no ponto de inflexao e nao na cauda da 
curva, como na titulaqao simples 

■ Absorbancia: necessita de uma so diluiqao da amostra 

■ Cwrvfl de unidade padrao: os valores da absorbancia sao 
transformados em unidades que fornecem uma escala 
continua, proporcional a quantidade de anticorpos. 
Considerando-se que as curvas dose-resposta para varios 
soros sejam paralelas, e necessaria apenas uma diluiqao da 
amostra 

■ Metodos proporcionais: empregam a razao entre os valores 
da amostra e um valor medio de um grupo de amostras nao 
reagentes. Razoes acima de duas ou tres vezes sao conside¬ 
radas positivas 

■ Multiplo da atividade normal: considera-se a metade final 
das curvas dose-resposta e calcula-se o expoente da curva 
parabblica dessa parte. Neste modelo, as curvas dose-res¬ 
posta sao consideradas paralelas. Apresenta as vantagens 
da proporcionalidade, da compara^ao direta com o soro 
negativo e de necessitar uma unica dilui^ao 


■ Determinaqao do limiar de reatividade a partir do calculo da 
media das absorbancias de amostras de individuos normais 
acrescida de 2 ou 3 desvios padroes: amostras com absor¬ 
bancia acima desse valor sao consideradas reagentes. Este 
metodo requer uma unica dilui^ao da amostra, porem, do 
ponto de vista estatistico, pode nao ser correto aplicar a 
media e o desvio padrao a dados que frequentemente nao 
tern distribui^ao normal 

■ Soro limiar de reatividade: um pool de soros padrao positi- 
vos diluido em pool de soros normais e titulado, escolhen- 
do-se uma dilui^ao que forne^a densidade optica proxima 
a considerada limiar de reatividade. Este metodo utiliza 
uma unica diluiqao da amostra. 

Devido as caracteristicas de elevada sensibilidade e espe- 
cificidade, bem como de rapidez, baixo custo, simplicidade 
tecnica, versatilidade, objetividade de leitura e possibilidade 
de adaptaqao a diferentes graus de automa^ao, o teste ELISA 
£ empregado na detect ao de antigenos ou anticorpos em um 
numero muito grande de sistemas. A extensa utilizaqao dos 
testes ELISA deve-se tambem a grande disponibilidade de 
anticorpos monoclonais e ao desenvolvimento de antigenos 
recombinantes especificos para um grande numero de doen- 
9 as autoimunes e infecciosas. O teste ELISA substituiu o radio- 
imunoensaio, pois, alem de ter sensibilidade comparavel, nao 
apresenta os problemas decorrentes da utiliza^ao de radioiso- 
topos. Tambem vem substituindo varias outras tecnicas, como 
a imunofluo re sebneia e a aglutina^ao. 

A seguir, sao descritos os metodos empregados para a pes¬ 
quisa de anticorpos e antigenos pelo teste ELISA. Por se tratar 
de um ensaio heterogeneo, apos cada etapa, como sensibiliza- 
qao, incubaqao com amostra e com o conjugado, as cavidades 
das placas sao lavadas para efetuar a remoqao do material nao 
ligado a fase solida. 

Ensaios para anticorpos 

► Metodo indireto. O metodo indireto tern sido amplamente 
empregado na pesquisa de anticorpos e apresenta como van¬ 
tagens a possibilidade de utilizar um unico conjugado, em 
diferentes sistemas, e conjugado classe-especifico na determi- 
na^ao de anticorpos de diferentes classes. 

No metodo basico (Figura 2.14), placas plasticas sao sen- 
sibilizadas com o antigeno que, apos bloqueio, reage com os 
anticorpos da amostra. O conjugado anti-imunoglobulina 
humana reage com o anticorpo capturado pelo antigeno e a 
reaqao e revelada com a soluqao cromogena. A rea^ao e inter- 
rompida, e a intensidade de cor e estimada a olho nu ou foto- 
metricamente. O grau de degradaqao do substrato, geralmente 
indicado pela intensidade de cor da solu^ao, e proporcional 
a concentra^ao de anticorpo. Varias modifica^oes podem ser 
feitas no metodo basico: 

■ Se o antigeno nao for suficientemente puro, um anticorpo 
especifico pode ser ligado a fase solida, seguido pelo anti¬ 
geno bruto. Neste caso, e necessario que o anticorpo que 
sensibiliza a fase solida nao reaja com o conjugado 

■ Apos se colocar a amostra, em vez de fazer a incubaqao com 
o conjugado, pode-se colocar anti-imunoglobulina nao 
marcada e, em seguida, conjugado anti-imunoglobulina. 
Essa tecnica e empregada na pesquisa de anticorpos antis- 
subclasses. No caso de IgGl, por exemplo, apos a incuba^ao 
com a amostra, coloca-se um monoclonal anti-IgGl e, em 
seguida, um conjugado anticamundongo 
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Metodo indireto 
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Figura 2.14 ELISA para a pesquisa de anticorpos. Esquema do metodo indireto e de captura para tgM. 


■ Em vez do conjugado enzimatico com antigiobulina, 
pode-se utilizar proteina A (que se liga a por^ao Fc de IgG 
com grande afinidade) marcada com enzima. 

► Metodo de captura para anticorpos IgM. Na de tec 910 de IgM 
pelo metodo indireto podem ocorrer falsos resultados posi¬ 
tives devido a presen^a simultanea de anticorpo IgG e fator 
reumatoide (anticorpo IgM anti-IgG), que pode reagir com o 
conjugado anti-IgM. Podem ocorrer falsos resultados negati¬ 
ves se houver excesso de IgG, geralmente de maior afinidade, 
que compete pelo antigeno imobilizado. Esses problemas 
podem ser solucionados em parte absorvendo-se os soros 
com anti-IgG para remover os anticorpos IgG, ou com IgG 
agregada pelo cal or para remover o fator reumatoide. Uma 
alternativa e o teste de captura de IgM (Figura 2.14). 

A fase solida e sensibilizada com anti-IgM especifico para a 
regiao Fc. Os soros em teste sao incubados, havendo a captura de 
qualquer IgM da amostra. A seguir, incuba-se com antigeno mar¬ 
cado ou antigeno nao marcado, seguido de anticorpo especifico 
marcado. Essa tecnica nao necessita de antigeno purificado. 

O teste de captura e indicado para anticorpos IgM, pois, 
durante a fase aguda das infecqoes, a maioria do IgM presente 
e especifica. Porem, para anticorpos IgG, o teste de captura 
nao e conveniente porque a quantidade de anticorpo IgG espe¬ 
cifico pode representar ate menos de 10 % do total de IgG. 

Ensaios para antfgenos 

► Metodo de captura. O metodo imunoenzimometrico 
(Figura 2.15) ou de captura, com excesso de anticorpo mar¬ 
cado, e o mais utilizado para antfgenos polivalentes, pois 
apresenta sensibilidade 2 a 5 vezes maior do que os metodos 
em que o antigeno e ligado a fase solida. Este metodo e seme- 
lhante ao imunorradiometrico de dois sitios ou duplo anti¬ 
corpo. Tambem e conhecido como ELISA de “sanduiche’L A 
fase solida e sensibilizada com anticorpo especifico. A amostra 
em teste, na qual sera pesquisado o antigeno, e incub ada com 


a fase solida e, a seguir, e incubada com o excesso de anti¬ 
corpo especifico marcado com enzima. A rea^ao e revelada 
pela adi^ao do substrato. A taxa de degrada^ao e proporcional 
a concentra^ao do antigeno. 

Nos sistemas ELISA de “sanduiche”, podem ser emprega- 
dos anticorpos monoclonais ou policlonais tanto para a cap¬ 
tura quanto para a detec^ao. Os anticorpos monoclonais per- 
mitem a detec^ao de pequenas diferen^as entre os antigenos. 
Geralmente, emprega-se anticorpo policlonal para a captura 
da maior quantidade de antigeno e o monoclonal para a detec- 
^ao mais especifica. E importante que os anticorpos de captura 
e detec^ao reconhe^am epitopos diferentes e nao sobrepostos, 
pois o uso do mesmo anticorpo na captura e deteeqao diminui 
a sensibilidade do ensaio. Varias modifica^oes sao possiveis: 

■ A placa pode ser sensibilizada com anticorpo monoclonal, 
com especificidade para um determinado epitopo do anti¬ 
geno, e o conjugado pode ser preparado com a marca^ao de 
um monoclonal, com especificidade para outro epitopo do 
mesmo antigeno. A principal vantagem deste metodo e que 
permite incubar a amostra com antigeno e o conjugado ao 
mesmo tempo, tornando o ensaio mais rapido 

■ Se o anticorpo ligado a placa e de uma especie (carneiro) 
e um anticorpo nao marcado e de uma segunda especie 
(coelho), pode-se introduzir um passo extra em que um 
conjugado enzimatico anticoelho e usado. Embora este 
procedimento envolva um passo a mais, so necessita um 
reagente antiespecie (anticoelho), e esse reagente pode ser 
usado com antissoro de qualquer especificidade produzido 
naquela especie. Este procedimento e importante se os 
antissoros tiverem titulos baixos e se houver varios antige¬ 
nos a serem detectados 

■ A sensibiliza^ao da placa pode ser feita com fragmento 
F(ab ) 2 do anticorpo. A amostra e entao adicionada, seguida 
de antissoro nao marcado. No lugar do conjugado antiespe¬ 
cie, pode-se utilizar conjugado com proteina A 
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Figura 2.15 ELISA para a pesquisa de antfgenos. Esquema dos metodos de captura, competigao com anticorpo marcado, competigao com an 
tigeno marcado e inibigao para haptenos. 


■ O sistema avidina/estreptavidina-biotina tern sido empregado 
para aumentar a sensibilidade do enzimaimunoensaio. O 
metodo de captura pode ser efetuado do mesmo modo ate a 
incub agao da amostra, sendo entao adicionado anticorpo mar¬ 
cado com biotina e, em seguida, avidina/estreptavidina marcada 
com enzima. Altemativamente, o mesmo procedimento pode 
ser efetuado com anticorpo marcado com biotina, seguido de 
avidina/estreptavidina e de biotina marcada com enzima. 

► Metodo de competigao com antigeno marcado. As placas sao 

sensibilizadas com anticorpo especifico e incubadas com o 
conjugado antigeno-enzima na presenga da amostra em que 
se quer pesquisar o antigeno ou um padrao de antigeno. Apos 
a obtengao do equilibrio da reagao antigeno-anticorpo, incu- 
ba-se o preparado com uma solugao do substrato da enzima. 
A reagao enzimatica e interrompida e faz-se a leitura espectro- 
fotometrica. Ha uma relagao inversamente proporcional entre 
a concentragao de antigeno, na amostra ou no padrao, e as 
densidades opticas obtidas. Esse metodo e analogo ao radioi- 
munoensaio. A reagao esta esquematizada na Figura 2.15. 


► Metodo de competigao com anticorpo marcado. Nessa tec- 
nica (Figura 2.15), o antigeno e ligado a placa e a ligagao 
do anticorpo marcado e, competitivamente, inibida pela 
adigao de antigeno padrao ou da amostra. As demais eta- 
pas sao semelhantes as do metodo com antigeno marcado. 
As densidades opticas obtidas sao inversamente propor- 
cionais a concentragao do antigeno na amostra ou no 
padrao. 

► Metodo de inibigao para haptenos. As placas sensibili¬ 
zadas com hapteno-carregador (Figura 2.15) sao incuba¬ 
das com a amostra em que se quer pesquisar o hapteno, 
misturada com anticorpo produzido pela inoculagao do 
hapteno-carregador. Apos a lavagem, adiciona-se anti¬ 
corpo anti-imunoglobulina marcado com enzima. Ao 
mesmo tempo, executa-se um ensaio de referenda com 
uma amostra sem hapteno. A diferenga entre a absorb^n- 
cia na amostra e na referenda reflete o nivel de hapteno 
na amostra. Altemativamente, pode-se realizar um ensaio 
classico de competigao em que o hapteno e marcado com 
a enzima. 
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Enzimaimunoensaio homogeneo 

Rubenstein et al, em 1972, descreveram um sistema homo¬ 
geneo do enzimaimunoensaio em que a atividade da enzima 
conjugada a um ligante diminuia quando o anticorpo se com- 
plexava ao ligante. Atualmente ha varios tipos de enzimaimu¬ 
noensaio s homogeneo s, tanto quantitativos como semiquan- 
titativos, cuja caracteristica e a modula^ao da atividade da 
enzima na presenqa do substrata, pela intera^ao antigeno-an¬ 
ticorpo, refletindo o grau de rea^ao. Embora o ensaio homoge¬ 
neo necessite de reagentes complexos, dispensa a separa^ao em 
fases, e rapido, de facil execu^ao e bem adaptavel a diferentes 
graus de automaqao. E indicado para medir farmacos e outros 
haptenos, mas pode apresentar problemas para a medida de 
proteina devido ao impedimenta esterico. 

- Immunodot 

Este teste, tambem conhecido como dot-ELISA, dot-im- 
munobinding assay, dot-blotting assay e dot-blot ELISA, utiliza 
uma membrana de nitrocelulose em que pequenas quantida- 
des de amostra sao aplicadas como gotas. Eoi desenvolvido 
por Hawkes et al. , em 1982, que verificaram que o teste pode- 
ria ser aplicado a uma serie de antigenos. Os autores testaram 
e obtiveram excelentes resultados com proteinas soluveis, aci- 
dos nucleicos, membranas, organelas, fungos, protozoarios, 
bacterias e virus. 

As membranas de nitrocelulose adsorvem proteinas com 
grande eficiencia (praticamente 100%), sendo muito uteis, 
como fase solida, em ensaios qualitativos, quando o volume da 
amostra e muito pequeno (menos de 1 \i£), ou com antigenos 
solubilizados em detergentes ionicos. Devido a essa elevada 
capacidade de adsor^ao de proteinas pela membrana, volumes 
de 0,1 a 1 [it, contendo 100 a 400 pg de imunorreagente, sao 
suficientes. 

O dot-ELISA tern sido empregado na detecqao de anti¬ 
corpo s em varios sistemas e na caracteriza^ao de anticorpos 
monoclonais devido a sua simplicidade, rapidez e sensibili- 
dade. A membrana que contem o antigeno e bloqueada com 
proteinas e detergente (geralmente, leite desnatado e Tween 
20 ) para evitar liga^oes inespecificas, e a amostra e incubada. 
Sucedem-se a lavagem, a incuba^ao com conjugado anti-imu- 
noglobulina marcada, a lavagem e a adiqao de substrata para o 
desenvolvimento de cor. 

As enzimas mais utilizadas sao peroxidase, fosfatase alca- 
lina e glicose oxidase. No caso da peroxidase, os substratos 
empregados sao diaminobenzidina/H 2 0 2 e 4-cloro-1-naftol/ 
H 2 0 2 que, sob a a^ao da enzima, dao origem a um precipitado 
colorido. Alem dos substratos coloridos, outros sistemas de 
detec^ao podem ser empregados com substratos fluorescentes 
ou luminescentes, fato que tem contribuido para uma ampla 
aplica^ao em diferentes sistemas. 

O immunodot tambem pode ser realizado utilizando-se 
conjugados marcados com radioisotopos, sendo as bandas 
detectadas pela autorradiografia. 

- Western blotting 

Um dos metodos mais utilizados para identificar protei¬ 
nas e glicoproteinas especificas, reconhecidas por anticorpos, 
tem sido o immunoblotting, western blot ou western blotting, 
para diferenciar do Southern e Northern blotting, que se refe- 
rem a identifica^ao de acidos nucleicos. E um metodo em 
que as proteinas sao separadas, de acordo com seu tamanho, 


por eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil 
sulfato de sodio (SDS-PAGE) e, apos a separa^ao, sao trans- 
feridas, eletroforeticamente, do gel para uma membrana de 
nitrocelulose, ou outra equivalente, onde ficam imobiliza- 
das, como uma replica do padrao de bandas do gel. Apos 
o bloqueio da membrana, a identifica 9 ao imunologica das 
fra 9 oes separadas e transferidas e feita imergindo-se as tiras 
de nitrocelulose em solu 9 ao contendo os anticorpos espe- 
cificos para as fra 9 oes. Os anticorpos se ligam aos antige¬ 
nos imobilizados e sao revelados ao se colocar a membrana 
em solu9ao contendo anti-imunoglobulina marcada com a 
enzima. Para a visualiza 9 ao adiciona-se o cromogeno que, 
sob a a 9 ao da enzima, da origem a um precipitado colorido 
(Figura 2.16). 

O western blotting combina a seletividade da eletroforese 
em gel a especificidade do imunoensaio, permitindo que 
proteinas individuals, em misturas complexas, sejam detecta¬ 
das e analisadas. E um metodo qualitative; o aparecimento de 
uma banda em um blot indica a presen 9 a de um antigeno na 
mistura que foi submetida a eletroforese ou de um anticorpo 
na amostra ensaiada na membrana. 

Weber e Osborn (1969) e Laemmli (1970) utilizaram a tec- 
nica de SDS-PAGE para determinar a mobilidade de varias 
proteinas e verificaram que essa mobilidade era uma fun 9 &o 
linear dos logaritmos de seus pesos moleculares. O SDS, um 
detergente anionico, liga-se as regioes hidrofobicas das protei¬ 
nas em quantidade proporcional ao seu peso molecular e 
confere-lhes carga negativa, de modo que elas migram para 
o polo positivo e sao facilmente separadas por eletroforese de 
acordo com sua carga total. O SDS tambem provoca a ruptura 
de pontes dissulfeto, promovendo o dobramento das subuni- 
dades em forma de hastes semirrigidas de tamanho propor¬ 
cional ao peso molecular. Assim, a migra 9 &o dessas proteinas 
em um campo eletrico e funqao da sua massa e depende do 
tamanho dos poros do gel, que e proporcional a concentra9ao 
de acrilamida-poliacrilamida: as proteinas menores migram 
mais rapido. A SDS-PAGE pode ser empregada para estimar 
o peso molecular de uma proteina, comparando-se a sua dis- 
tincia de migra 9 ao a de padroes de peso molecular em linhas 
paralelas de um mesmo gel; para estimar o grau de pureza de 
uma amostra etc. Glicoproteinas com alto teor de carboidratos 
tem uma mobilidade menor do que se esperaria pelo seu peso 
molecular, devido a liga9ao a uma menor quantidade de SDS 
quando comparada a outras proteinas de igual massa. 

O preparo da amostra para ser submetida a SDS-PAGE e 
uma das etapas mais importantes para a obtenqao de resul¬ 
tados satisfatorios ao final do processo. Esse preparo visa a 
solubiliza9ao das proteinas da amostra. O processo de solu- 
biliza 9 ao envolve certo grau de desnatura 9 ao das proteinas, 
podendo-se empregar ureia, detergentes nao ionicos (Triton 
X-100, Nonidet P-40), detergentes anionicos (SDS, desoxi- 
colato de sodio) ou agentes redutores de pontes dissulfeto 
(fl-mercaptoetanol, ditiotreitol). O emprego de um desses 
agentes ou de combina 9 oes depende das propriedades fisico- 
quimicas das proteinas em analise e dos objetivos do estudo. 

Para a transferencia as membranas de nitrocelulose (celu- 
lose esterificada com acido nitrico) sao as mais utilizadas, pois 
tem alta capacidade de liga 9 ao a proteinas, principalmente 
por intera 9 oes hidrofobicas, embora a forma 9 ao de pontes de 
hidrogenio entre as cadeias de aminoacidos e o grupo nitro da 
membrana possa estar envolvida. Essa adsor 9 ao de proteinas 
e instantanea, quase irreversivel e quantitativa em uma ampla 
faixa de concentra 9 ao de proteinas, 80 a 250 pg/cm 2 , depen- 
dendo da proteina. Alternativamente, outros tipos de mem- 
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Figura 2.16 Western blotting. A. Separagao das proteinas, na present de SDS, de acordo com seu tamanho, por eletroforese em gel de poliacri- 
lamida. B. Transferencia das frames proteicas separadas, do gel para a membrana de nitrocelulose. C. Reacao imunoenzimatica para a identifi- 
ca?ao das frames separadas (antigenos) ou pesquisa de anticorpos em amostras. Exemplo de amostra com anticorpos contra as tres frames do 
antigeno (A) e contra duas frames do antigeno (B). 


branas, como, por exemplo, membranas de nailon carregadas 
positivamente ou membranas de difluoreto de polivinilideno 
(PVDF), podem ser empregadas em casos em que a nitroce¬ 
lulose nao tern bom desempenho. O PVDF e um polimero do 
tipo Teflon com o qual as proteinas interagem nao covalente- 
mente, por meio de interagoes dipolares e hidrofobicas, com 
forga de ligagao seis vezes maior que a da nitrocelulose. As 
membranas de PVDF tem sido muito empregadas devido a 
sua resistencia a condigoes quimicas drasticas, em que a nitro¬ 
celulose se dissolveria. Quanto a capacidade de reter protei¬ 
nas, nas membranas de nailon e de 150 a 200 pg/cm 2 e nas de 
PVDF 6 de aproximadamente 170 pg/cm 2 . 

Entre os varios metodos que tem sido empregados para a 
transferencia das proteinas de geis para membranas, o mais 
eficiente e o eletroforetico, que reproduz uma replica fiel na 
membrana mantendo a resolugao do gel. Ha dois tipos prin¬ 
cipals de aparelhos para transferencia: cuba com tampao e 


sistema semisseco. As cubas de transferencia sao de plastico 
e tbm um dispositivo que mantem a membrana em contato 
direto com o gel, que e colocado transversalmente ao campo 
eletrico e submerso no tampao condutor. Geralmente, e neces- 
sario refrigerar o sistema. No sistema semisseco o gel e a mem¬ 
brana ficam, horizontalmente, entre dois pedagos de papel de 
filtro umedecidos em tampao, em contato direto com dois ele- 
trodos, que sao placas condutoras que devem ter, no minimo, 
o mesmo tamanho do gel para que fornegam um campo 
eletrico homogeneo. O termo semisseco se refere a limitada 
quantidade de tampao do papel de filtro. Ambos os metodos 
tem vantagens e desvantagens. O emprego das cubas permite 
melhor controle da temperatura devido ao grande volume de 
tampao da cuba, que ajuda a dissipar o calor gerado, sendo a 
transferencia mais eficiente, principalmente para geis grandes. 
No caso de minigeis de acrilamida-poliacrilamida, o sistema 
semisseco apresenta bom desempenho, e de facil manuseio, 
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permite transferencia rapida e consome pouco tampao. Alem 
disso, podem-se empregar tampoes diferentes no catodo e no 
anodo para melhorar a transferencia. A proximidade entre 
os eletrodos fornece alto gradiente com pequena voltagem e, 
assim, a transferencia e rapida, nao ha aquecimento e nao e 
preciso resfriar o sistema. 

No metodo de transferencia, originalmente descrito por 
Towbin et al. em 1979, os complexos proteina-SDS eram 
transferidos por eletroforese com tampao sem SDS e com 
metanol, Posteriormente, verificou-se que pequenas concen¬ 
trates de SDS no tampao de transferencia melhoram o ren- 
dimento. Em geral a transferencia pode ser controlada, mas 
ha varies parametros que afetam a sua eficiencia. O tampao 
de transferencia varia em diferentes protocolos e depende da 
natureza do experimento. Assim, a escolha do tampao e sobre 
utilizar ou nao metanol depende de varies fatores, tais como o 
tamanho do gel, a natureza das proteinas, o tipo de membrana 
e a necessidade de tampoes especiais para renaturar proteinas. 
A adi^ao de metanol ao tampao de transferencia aumenta a 
liga^ao das proteinas, principalmente as de baixo peso mole¬ 
cular, as membranas de nitrocelulose e de PVDF, nao tendo 
efeito com membranas de nailon positivamente carregadas. 
O metanol facilita a dissociate dos complexos SDS-proteina 
e aumenta a intera^ao hidrofobica entre a proteina e a mem¬ 
brana. Por outro lado, o metanol pode provocar a precipita^ao 
de algumas proteinas e diminui^ao nos poros do gel, e pode 
reduzir a eficiencia de elui^ao de proteinas de elevado peso 
molecular por desnatura^ao, pois, como o SDS e um deter- 
gente anionico, ajuda na transferencia de grandes proteinas, 
principalmente basicas. Proteinas de alto peso molecular nao 
precisam de metanol para se ligar adequadamente a mem¬ 
brana. O metanol tambem impede o incha^o do gel durante 
a transferencia, o que levaria a perda da nitidez das bandas. 
Mesmo na ausencia do metanol, o incha^o do gel pode ser evi- 
tado com a refrigerate do sistema de transferencia. A adi^ao 
de SDS aumenta a mobilidade devido a carga maior, mas dimi- 
nui a liga^ao as membranas de nitrocelulose e PVDF. Portanto, 
recomend am - se baixas concentrates de SDS (em torno de 
0,05%), dependendo da natureza das proteinas. 

A eficiencia da transferencia depende do tamanho da 
proteina, da porcentagem de acrilamida no gel, da corrente 
eletrica utilizada, do tempo de transferencia, da membrana, do 
pH do tampao e da presen^a de metanol ou SDS no tampao. 
Empregando-se tampao com pH acima do ponto isoeletrico 
da maioria das proteinas, estas terao carga negativa e migra- 
rao, independentemente da presen^a de SDS, para o polo posi¬ 
tive, no qual a membrana esta colocada. 

Para avaliar a eficiencia da transferencia e tambem loca- 
lizar bandas ou padroes, pode-se realizar uma Colorado de 
todas as proteinas do blot. Para esse fim, Ponceau S e o corante 
recomendado, pois fornece um padrao claro e a colorato e 
reversivel, permitindo a utiliza^ao da membrana para pos¬ 
terior reato. A principal desvantagem e sua baixa sensibili- 
dade. Utilizando-se uma tira, uma parte ou uma duplicata da 
membrana, pode-se realizar a colorato com corantes mais 
sensiveis, como ouro coloidal, prata, negro de amido e azul 
de Coomassie R-250, dentre outros. Esses corantes podem 
ser empregados com as membranas de nitrocelulose e PVDF. 
Como alternativa, podem-se incluir padroes de peso mole¬ 
cular pre-corados ou marcados com radioisotopos. No caso 
das membranas de nailon carregadas positivamente, deve-se 
utilizar um corante como Ferridye®, pois os outros coram a 
propria membrana. 


Apos a transferencia, a membrana e processada por ensaio 
imunoenzimatico in situ , conforme descrito por Towbin et al. 
em 1979, como ocorre no metodo da imunoperoxidase e do 
immunodot. Antes da rea^ao, e importante que as membranas 
sejam incubadas com uma solu^ao de proteina inerte (leite 
desnatado, BSA, gelatina) para evitar a adsor^ao inespeci- 
fica. Apos o bloqueio a membrana e incubada com a amos- 
tra em que se quer pesquisar anticorpos, ou com anticorpos 
monoclonais ou policlonais especificos para os antigenos em 
estudo. Sucede-se a lavagem, a incuba^ao com o conjugado 
enzimatico anti-imunoglobulina especifico ou com proteina 
A marcada com enzima, outra lavagem e a adi^ao de subs¬ 
trate cromogenico, especifico para a enzima. As incubates 
e as lavagens devem ser feitas sob agitato love, para garantir 
maior uniformidade de contato entre as solutes e a mem¬ 
brana. Para minimizar adsor^ao nao especifica, deve-se adi- 
cionar Tween 20 e uma proteina inerte ao tampao de diluito. 
Alem disso, o Tween 20 tern efeito renaturante de proteinas. As 
condites otimas relacionadas a tempo de incubato, diluito 
dos anticorpos para a detec^ao das bandas, diluito dos conju- 
gados, e tempo de lavagem, variam de um sistema para o outro 
e devem ser bem padronizadas. 

Entre os varios sistemas de detec^ao que podem ser utiliza- 
dos no western blotting, os mais empregados sao os conjugados 
enzimaticos e as sondas radioativas. Nos conjugados enzimati- 
cos, as enzimas mais utilizadas sao peroxidase, fosfatase alca- 
lina, p-galactosidase e glicose oxidase. No caso da peroxidase, 
os substratos empregados sao diaminobenzidina, tetramatil- 
benzidina e 4-cloro-1 -naftol que, sob a a^ao da enzima, dao 
origem a substancias que precipitam e se ligam a membrana 
nos locais onde ha enzima, produzindo uma banda colorida. 
Com a fosfatase alcalina, o substrato de escolha e uma mis- 
tura de fosfato de 5-bromo-4-cloro-indolil (BCIP) e nitroblue 
tetrazolio (NBT). O BCIP e defosforilado pela enzima e oxi- 
dado enquanto o NBT se reduz, dando origem a um produto 
de cor roxa. Esse substrato e o mais eficiente devido a sua esta- 
bilidade e resistencia ao desbotamento quando exposto a luz. 

Com os conjugados enzimaticos podem-se empregar siste¬ 
mas de amplificato, como a avidina/estreptavidina-biotina. 
Alem dos substratos que dao produtos coloridos, podem-se 
utilizar outros sistemas de detec^ao, com substratos fluores- 
centes ou luminescentes, que permitem a quantificato das 
bandas. Utilizando-se sondas marcadas com radioisotopos, as 
bandas sao detectadas por autorradiografia com grande sen- 
sibilidade. 

O western blotting pode ser empregado na pesquisa de 
antigenos ou de anticorpos, sendo um importante auxiliar no 
diagnostico de doen^as infecciosas. Assim, pode-se determi- 
nar se ha antigeno ou anticorpo em uma amostra e qual e a sua 
especificidade; se o preparado e puro ou nao; quais proteinas 
estao sendo reconhecidas por um anticorpo; podem-se distin- 
guir diferentes perfis de anticorpos, de acordo com a fase da 
doen^a ou infec^ao, ou de acordo com a presen^a ou nao da 
infec^ao, e diferenciar entre cepas patogenicas e nao patoge- 
nicas. 

Uma varia^ao tecnica e o western ligante blotting, que per¬ 
mite a analise de qualquer intera^ao especifica entre uma 
proteina e seu ligante. Esse metodo tern sido aplicado a varios 
ligantes especificos, como DNA ou RNA, heparina, toxinas, 
hormonios, fator de crescimento, outras proteinas, calcio e 
outras. Tambem tem sido aplicado a uma serie de receptores 
de membrana. 
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- Deteqao de imunoprecipitados 

Anticorpos marcados por enzimas podem ser utilizados 
para amplificar a visualiza^ao de imunoprecipitados, substi- 
tuindo-se a coloraqao para proteinas pelo conjugado enzima- 
tico. Em rela^ao a colora^ao de proteinas, esta tecnica aumenta 
em varias vezes a sensibilidade de detec^ao de um imunopre- 
cipitado. Pode ser aplicada a qualquer tecnica de precipita^ao 
em geis ou membranas, como imunodifusao, imunoeletrofo- 
rese, eletroimunodifusao e imunofixaqao. 

► Ensaios quimioluminescentes 

A quimioluminescencia e o fenomeno em que se obtem 
energia luminosa a partir de uma rea^ao quimica. Nas rea- 
^oes de quimioluminescencia, a energia quimica gerada como 
resultado da dissocia^ao de liga^oes fracas produz compostos 
intermediaries em um estado eletronicamente excitado que, 
uando retornam ao estado de energia inicial, emitem luz. 
importante fazer distinqao com a fluorescencia, em que a 
fonte de energia que promove a excitaqao das moleculas e uma 
radia^ao incidente, e com a bioluminesc£ncia, em que a ener¬ 
gia provem de uma rea^ao biologica, sendo a emissao de luz 
facilitada por uma enzima (luciferase) ou uma fotoproteina. 

A quimioluminescencia pode ser utilizada como sistema 
de monitoramento e amplifica^ao em uma grande variedade 
de testes, estando o enzimaimunoensaio e o immunoblotting 
entre os de maior aplica^ao clinica. As principais vantagens 
dessa metodologia sao: 

■ A elevada sensibilidade de detec^ao, que atinge a ordem de 
atomol ate zeptomol (10" 18 ate 10~ 21 M) 

■ A linearidade da curva dose-resposta, ja que a emissao de 
luz geralmente e proporcional a concentra^ao a partir do 
menor nivel detectavel ate o ponto de excesso relativo da 
subst&ncia em analise 

■ A rapidez, pois o sinal e gerado em poucos segundos e em 
alguns casos permanece estavel por varias horas 

■ O custo, devido ao emprego de reagentes em pequenas 
quantidades 

■ A utilizaqao de reagentes nao perigosos e de procedimentos 
simples 

■ A possibilidade de aumento da sensibilidade com o emprego 
de compostos amplificadores do sinal luminoso e reaqoes 
em cascata com mais de uma enzima e de um substrato 

■ A possibilidade de aplica^ao em sistemas automatizados. 

- Enzimaimunoensaio quimioluminescente 

O principio basico do imunoensaio quimioluminescente 
consiste na detec^ao da rea^ao antigeno-anticorpo utilizando 
uma enzima e uma molecula sintetizada ou uma mistura de 
moleculas que atuara como substrato para a enzima e como 
emissor de luz. Ha muitas varia^oes da tecnica, e a utiliza^ao 
de cada uma depende da enzima e da substancia quimiolu- 
minescente utilizadas, ou do emprego ou nao de compostos 
amplificadores. Os ensaios podem ser homogeneos ou hete- 
rogeneos. 

Varias enzimas tern sido empregadas, como peroxidase, 
fosfatase alcalina, p-D-galactosidase, glicose-6-fosfato desi- 
drogenase, xantina oxidase, aril sulfatase e (3-D-glicosidase. A 
peroxidase e a enzima mais utilizada e a que dispoe de maior 
numero de substratos quimioluminescentes: luminol (5-ami- 


no-2,3-di-hidro-l,4-ftalazinediona), isoluminol, polifenois 
(pirogalol, purpurogalin, acido galico e umbiliferone) e este- 
res de acridina, dentre outros. O substrato mais utilizado em 
imunoensaio s e o luminol, que e oxidado e forma um produto 
excitado que emite luz durante o seu decaimento ao estado 
fundamental. A emissao de luz ocorre apenas durante a rea^ao 
enzima-substrato e, portanto, quando o substrato se esgota, o 
sinal cessa. As placas devem ser brancas, opacas, com a super- 
ftcie altamente reflexiva. O fundo pode ser transparente ou 
opaco. 

O principio da quimioluminescencia vem sendo utilizado 
em tecnicas semi e nao automatizadas, alem de ser bastante 
aplicado em sistemas automatizados, que serao abordados na 
se^ao “Tecnicas empregadas na automa^ao”. 

Ensaios que utilizam a quimioluminescencia tem recebido 
diferentes denomina^oes que variam nao so de acordo com a 
metodologia, mas com o laboratorio onde foram desenvolvi- 
dos. No teste CELIA, por exemplo, complexos covalentes de 
um composto luminescente (derivado do luminol) tem sido 
utilizados como antigeno marc a do de modo semelhante que 
um marcador radioativo no radioimunoensaio. O complexo 
ligado ao anticorpo emite luz quando tratado com peroxido de 
hidrogenio e acetato de cobre em pH alcalino. 

O teste ELISA quimioluminescente pode ser empregado 
na pesquisa de anticorpos especificos, por exemplo, da classe 
IgG, utilizando-se anti-IgG conjugado a peroxidase, cuja liga- 
^ao ao complexo antigeno-anticorpo e detectada por meio 
de um substrato luminescente, como o p-iodofenol-luminol- 
peroxido. Pela a^ao da peroxidase, o peroxido de hidrogenio 
promove a oxida^ao do luminol, formando um radical lumi¬ 
nol. Esse radical forma um endoperoxido que, por decompo- 
siqao, da origem ao dianion 3-aminoftalato, eletronicamente 
excitado. Este dianion, quando retorna ao estado basal, emite 
luz que e detectada por fotodectores, como filme fotogra- 
fico (luminometro de camera) ou tubos fotomultiplicadores 
(luminometros convencionais ou leitores de placa para lumi- 
nescencia). Os derivados do fenol (p-iodofenol e p-fenilfenol) 
e derivados do 6-hidroxibenzotiazol amplificam a emissao de 
luz atuando como mediadores da transference de eletrons 
entre a peroxidase e o luminol. A emissao de luz dhninui len- 
tamente e sua intensidade pode ser 1.000 vezes maior do que 
sem a amplifica^ao. Esse ensaio apresenta elevada sensibili¬ 
dade, podendo ser utilizado para detectar antigenos, haptenos 
e anticorpos especificos. 

Ha varios ensaios que utilizam a enzima fosfatase alcalina 
e o substrato adamantil 1,2-dioxetano aril fosfato. Pela a^ao 
da enzima, o substrato e defosforilado e fornece um feno- 
xido intermediario que se decompoe em adamantanona e aril 
ester (emissor). A luz emitida a 477 nm persiste por mais de 
uma hora, podendo ser amplificada por varios compostos, 
incluindo polimeros, que fornecem urn ambiente hidrofobico, 
e por fluoresceina na present a de detergentes, pela transferen¬ 
ce de energia. 

Arakawa et al., em 1998, desenvolveram um enzimaimu¬ 
noensaio quimioluminescente da P-D-galactosidase (betagal) 
com base na quimioluminescencia do indol. Como substrato 
da betagal e emissor de luz foi empregado o 5-bromo-4-cloro- 
3-indolil-p-D-galactopiranosideo (X-gal). O X-gal e hidroli- 
sado pela betagal e libera indoxil livre que se oxida em corante 
indigo e, simultaneamente, produz peroxido de hidrogenio 
(H 2 0 2 ), que reage com o X-gal residual na presen^a de pero¬ 
xidase, emitindo luz. Ha uma serie de metodos que utilizam 
a enzima betagal como marcador, incluindo o ensaio fluoro- 
metrico com 4-metilumbeliferil P-D-galactosideo, o ensaio 
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colorimetrico com o - fen il - [3 - D - galacto sideo, o ensaio bio- 
luminescente com luciferase e o ensaio quimioluminescente 
com dioxetano, luminol e indol. 

Os ensaios quimioluminescentes tem sido empregados na 
pesquisa de antigenos, anticorpos e haptenos em uma grande 
variedade de patologias, como na detec^ao de virus ou antige¬ 
nos virais (citomegalovirus, rotavirus, herpes simples, hepa¬ 
tite B, hepatite C), bacterianos (leptospiras, Clostridium botu- 
linum); de Chlamydia trachomatis ; na pesquisa de anticorpos 
em infec^oes virais {hepatite B, hepatite C, citomegalovirus, 
herpes simples, HIV-1, HTLV-I e II, parvovirus B, rubeola), 
parasitarias ( T. cruzi, Schistosoma mansoni , Toxoplasma gon¬ 
dii), fungicas (P. brasiliensis), bacterianas ( Campylobacter ); e 
na pesquisa de IgE total e especiiica para uma grande varie¬ 
dade de alergenios. De mo do geral, a quimioluminescencia e 
considerada mais sensivel do que a detec^ao colorimetrica. 

Enzimaimunoensaio quimioluminescente 
com nanopartkulas 

A utiliza^ao de nanopartkulas, como o ouro coloidal, 
devido as suas propriedades, oferece excelentes perspectivas 
para a detec^ao nos ensaios quimioluminescentes. 

Em compara^ao com outros marcadores, as nanoparticu- 
las sao mais estaveis, mais baratas e de mais facil purifica^ao. 
As nanoparticulas de ouro coloidal podem ser facilmente 
preparadas em uma gama de tamanhos, entre 2 e 100 nm; a 
atividade bioquimica das biomoleculas marcadas se mantem 
apos o acoplamento ao ouro coloidal. A rea^ao entre o Au 3+ e o 
luminol e um tipo classico de ensaio quimioluminescente, em 
que 10“ y M ions de Au 3+ podem ser detectados. 

Como as nanoparticulas contem milhares de atomos de Au 
(uma nanoparticula esferica de ouro de 20 nm contem 2,3 x 
10 5 atomos de Au), a dissolu^ao oxidativa do metal em solu^oes 
acidas permite detectar concentrates da ordem de pico molar. 
Fan et al. (2005,2006), empregando luminol como agente emis- 
sor e solu^ao oxidante composta por HC10,01 M, NaCl 0,5 M e 
Br 2 0,5 mM, detectaram 3,1 x 10" 12 M de IgG humana. 

Duan et al. (2008) desenvolveram um imunoensaio qui¬ 
mioluminescente em microplaca para IgG humana com um 
limite de detec^ao de 80 pM. Nesse ensaio, AgN0 3 e reduzido 
a atomos de Ag pela a^ao catalitica das nanoparticulas de ouro 
esfericas de 8 a 68 nm de diametro. Por sua vez, o luminol e 
oxidado a radical luminol que, reagindo com o oxigenio dis- 
solvido, emite luz forte e rapida a 425 nm. 

- Western blotting quimioluminescente 

A quimioluminescencia tem sido muito aplicada como 
sistema de detec^ao da rea^ao antigeno-anticorpo no wes¬ 
tern blotting, consistindo em uma tecnica rapida e sensivel de 
amplifica^ao do sinal. Neste caso, em vez de utilizar um subs- 
trato colorimetrico da enzima, emprega-se um substrata qui¬ 
mioluminescente, sem a necessidade de alterar qualquer outra 
etapa dos protocolos. 

As tecnicas que utilizam a peroxidase e uma mistura de 
luminol, peroxido de hidrogenio e um amplificador, como o 
p-iodofenol, e as que empregam a fosfatase alcalina e adaman- 
til 1,2-dioxetano fenil fosfato como substrato sao muito sensi- 
veis e promovem a emissao de luz por mais de 30 min, sendo 
ideais para os testes que utilizam membranas, como western 
blotting e immunodot, em que a emissao de luz e detectada 
com um filme fotografico ou de raios X. 


Ha varios substratos disponiveis comercialmente, a base de 
luminol/H 2 0 2 , com diferentes amplificadores para a peroxi¬ 
dase. 

Nos sistemas que utilizam a peroxidase, o tempo de aqao do 
substrato varia, geralmente, entre 1 e 5 min e o tempo de expo- 
skao ao filme de raios X, entre 10 e 60 segundos. Em seguida, 
os filmes sao processados e as bandas podem ser escaneadas 
para quantifica^ao em densitometro. O sinal detectado e pro- 
porcional a quantidade de antigeno colocado no gel, porem o 
coeficiente de correla^ao difere para cada sistema antigeno- 
anticorpo. 

Para aumentar a sensibilidade de detect ao, o tempo de a^ao 
do substrato e/ou o tempo de exposi^ao aos raios X podem ser 
aumentados, pois os substratos quimioluminescentes podem 
emitir luz estavel por ate 24 h, fornecendo uma boa defini- 
£ao sem aumentar as rea^oes de fundo. Por outro lado, o sinal 
gerado pelos substratos colorimetricos geralmente atinge o 
maximo apos 30 min ate poucas horas apos o inicio da reve- 
la^ao, e incuba^oes mais demoradas tendem a apagar sinais 
mais fracos devido ao aumento concomitante da colora^ao 
inespecifica. Desse modo, os substratos quimioluminescentes 
apresentam uma grande vantagem sobre os colorimetricos em 
sistemas com baixos niveis de proteinas e quando a quanti¬ 
dade de amostra 6 muito pequena. 

- Immunodot quimioluminescente 

Utilizando a metodologia do dot-blot ELISA, foi descrita 
uma tecnica denominada MABA ( multiple antigen blot assay) 
para a pesquisa simultanea de anticorpos especificos para espe- 
cies diferentes de parasitos, em que os antigenos sao distribui- 
dos e imobilizados em tiras de nitrocelulose e expostos ao 
soro imune. A rea^ao e detectada com anticorpos secundarios 
conjugados a peroxidase e revelada por um substrato quimio¬ 
luminescente, e os resultados registrados em filme. Este sis¬ 
tema pode ser utilizado para detectar anticorpos e antigenos 
circulantes. 

► Microscopia imunoeletronica 

A microscopia imunoeletronica e uma metodologia muito 
importante para a identifica^ao de antigenos e de anticorpos 
em nivel ultraestrutural, empregando globulinas conjugadas a 
marcadores eletrondensos. 

Como nas demais tecnicas utilizadas para a pesquisa de 
antigenos, sejam elas imunocitoquimicas ou nao, na microsco¬ 
pia imunoeletronica podem ser utilizados anticorpos policlo- 
nais ou monoclonais, sendo obtidos resultados diferentes. Os 
antissoros policlonais sao mais sensiveis, porem menos especi¬ 
ficos do que os anticorpos monoclonais, pois o antissoro poli- 
clonal contem anticorpos contra varios epitopos do antigeno, 
enquanto o monoclonal e monoespecifico. A inespecificidade 
ou rea^ao de fundo e conferida pelos anticorpos do antis¬ 
soro policlonal que reagem com outros antigenos. Antissoros 
potentes podem ser utilizados em altas dilukoes, diminuindo 
a rea^ao de fundo. O emprego de monoclonal dirigido con¬ 
tra um determinado epitopo produz uma rea^ao praticamente 
sem coloraqao de fundo, porem com menor sensibilidade. 
Nas tecnicas que amplificam o sinal, como imunofluorescen- 
cia, imunoperoxidase ou avidina/estreptavidina-biotina, esse 
efeito da menor sensibilidade nao e tao importante quanto na 
microscopia imunoeletronica. O emprego de misturas de anti- 
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corpos monoclonais dirigidos contra diferentes epitopos do 
antigeno pode aumentar bastante a sensibilidade do sistema. 
Quando se empregam anticorpos monoclonais, e necessaria 
uma ponte entre o monoclonal e o sistema de detec^ao, que 
pode ser efetuada por antissoro de coelho anticamundongo. 

Do mesmo modo que em outras tecnicas imuno-histoqui- 
micas, e necessario manter um controle de qualidade quanto 
a especificidade das rea^oes de imunocolora^ao. Podem-se 
realizar controles externos, internos e negativos nao imunes. 
Exemplo de controle externo e a colora^ao de outro tecido 
que sabidamente contenha o antigeno em estudo (controle 
externo positivo), ou que esteja livre do antigeno (controle 
externo negativo). Exemplos de controles internos consistem 
na identifica^ao no tecido em estudo de sitios sem o antigeno 
(controle interno negativo) e de outros sitios com o antigeno 
(controle interno positivo). O controle negativo nao imune 
consiste na imunocoloraqao com anticorpo marcado nao 
especifico ou na colora^ao com todos os reagentes, exceto o 
anticorpo especifico marcado. 

Ha dois tipos basicos de microscopies eletronicos. O 
microscopio eletronico de transmissao projeta eletrons atra- 
ves de uma camada fina da amostra, produzindo uma ima- 
gem em duas dimensoes na tela. O microscopio eletronico de 
varredura produz uma imagem em tres dimensoes, por meio 
de detectores de eletrons que sao gerados quando os feixes de 
eletrons incidentes colidem com os atomos da amostra. Ha 
microscopios eletronicos de varredura que apresentam senso- 
res para varios tipos de radiaqoes secundarias geradas. 

Eletrons secundarios, eletrons backscattered, raios X e cato- 
doluminescencia sao alguns dos tipos de radia^ao gerados 
quando os feixes primarios de eletrons colidem com a amostra 
e interagem com os atomos dela. Os eletrons secundarios sao 
liberados pela colisao dos feixes de eletrons incidentes com os 
eletrons dos atomos da superficie da amostra. O numero de 
eletrons detectado depende da topografia da amostra, obten- 
do-se imagens da superficie com resoluqao muito alta, de apro- 
ximadamente 10 nm. Os eletrons backscattered sao gerados 
pelas colisoes com os nucleos dos atomos da amostra. Neste 
caso, o numero de eletrons gerado praticamente nao depende 
da topografia da amostra, mas sim do seu numero atomico, 
obtendo-se imagens das estruturas abaixo da superficie, com 
resolu^ao entre 50 e 200 nm. 


DAB 



Figura 2.17 Microscopia imunoeletronica. Esquema das tecnicas de 
imunoferritina, peroxidase-antiperoxidase (PAP) e do ouro coloidal. 
DAB = diaminobenzidina; Au = ouro coloidal; P = peroxidase; Fe = fer¬ 
ritina. 


A imunocolora^ao para a microscopia eletronica deve 
resultar na localiza^ao das moleculas eletrondensas nos sitios 
onde se encontram o anticorpo marcado e o antigeno. Para 
essa finalidade, os marcadores podem ser classificados em tres 
categorias principais: 

■ Moleculas organicas com eletron-opacidade estrutural: ferri- 
tina, hemocianina, virus de plantas, bacteriofagos, esferas de 
latex, esferas de silica coloidal, esferas do copolimero de meta- 
crilato, isotiocianato de fluoresceina, esferas de dextrana com 
ferro, esferas do copolimero de metacrilato com ferro coloidal 

■ Enzimas cujo produto de rea^ao pode ser detectado apos a 
adi^ao de um substrata: peroxidase, fosfatase alcalina 

■ Metais pesados que possam ser visualizados diretamente: 
ouro coloidal. Na Figura 2.17 estao esquematizados os 
principais metodos. 

- Metodo da imunoferritina 

Em 1959, Singer utilizou um anticorpo marcado com a fer- 
ritina para a localiza^ao de antigenos em nivel ultraestrutu- 
ral. A ferritina e uma proteina que contem ferro complexado, 
sendo altamente eletrondensa. Sua molecula tern entre 10 e 
12 nm de diimetro e peso molecular aproximado de 450.000. 
Anticorpos podem ser ligados a ferritina por meio de ligantes 
divalentes, e esses conjugados podem ser utilizados em meto¬ 
dos diretos ou indiretos para localizar histoquimicamente 
antigenos ou anticorpos por microscopia eletronica. A conju- 
ga^ao da ferritina ao anticorpo faz com que a atividade deste 
diminua, sendo necessario utilizar anticorpos de alta atividade. 
O emprego de anticorpos hibridos, que contem duas especifi- 
cidades, uma para a ferritina e outra para o antigeno, facilita 
o metodo, diminuindo a coloraqao nao especifica. A ferritina 
pode ser utilizada em microscopia eletronica de transmissao 
ou varredura. Este metodo esta sendo substituido por outros. 

- Metodo enzimatico 

Em 1966, Graham e Karnovsky desenvolveram metodos 
citoquimicos para localizar a atividade da enzima peroxi¬ 
dase. A partir dai, Nakane e Pierce, em 1967, e outros reali- 
zaram a conjuga^ao de anticorpos a enzima para emprego na 
microscopia eletronica. A peroxidase (peso molecular 40.000) 
e a enzima utilizada quase que exclusivamente, pois os pro- 
dutos de oxidaqao do cromogeno diaminobenzidina formam 
um precipitado insoluvel que, apos quela^ao com tetroxido 
de osmio, torna-se eletrondenso. Em 1970, Sternberger et al 
desenvolveram a tecnica da peroxidase-antiperoxidase (PAP). 
O complexo PAP e formado por tres moleculas de enzima 
ligadas por duas moleculas de anticorpos antiperoxidase. Este 
metodo tem sensibilidade e resoluqao superiores as dos outros 
metodos enzimaticos. Os anticorpos marcados com enzimas 
tem maior sensibilidade de deteeqao devido a amplifica^ao 
do sinal promovida pela enzima, e penetram nos tecidos mais 
facilmente, devido ao menor tamanho da enzima. Este metodo 
apresenta varias desvantagens, como a presenqa de partfculas 
nos cromogenos e a possibilidade de forma^ao de precipitados 
muito densos que podem obscurecer a preparaqao. 

O metodo enzimatico pode ser utilizado na visualiza^ao 
em microscopia de transmissao ou varredura com sensor para 
eletrons backscattered. Como no caso da ferritina, este metodo 
esta sendo substituido por outros. 
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- Metodo do ouro coloidal 

Anticorpos podem ser conjugados ao ouro coloidal, sendo 
empregados principalmente na identificaqio de antlgenos de super- 
fide. A tecnica do ouro coloidal para a localiza^ao de antlgenos na 
superficie de celulas foi descrita por Faulk e Taylor, em 1971. Os 
autores empregaram anticorpos especificos adsorvidos a particulas 
de ouro coloidal para visuaiizar antlgenos de Salmonella utilizando 
microscopio de transmissao. Em 1975, Horisberger etal. emprega¬ 
ram o ouro coloidal na microscopia eletronica de variedura. 

E um dos metodos mais utilizados, pois apresenta varias van- 
tagens. As particulas de ouro podem ser preparadas de varios 
tamanhos (2 a 100 nm), com grande uniformidade; os metodos 
de preparo sao simples (dispersao ou condensa^ao) e resultam 
em suspensoes estaveis. As particulas de ouro coloidal devem 
ser estabilizadas por solu^oes de macromoleculas proteicas 
(lectinas, glicoproteinas, proteina A, avidina, imunoglobulinas, 
F(ab’) 2 , enzimas, toxinas, soroalbumina bovina) que, alem de 
protege-las da agrega^ao promovida por eletrolitos, podem ser 
utilizadas como marcadores. A liga^ao entre as particulas de 
ouro coloidal que formam uma suspensao hidrofobica carre- 
gada negativamente e as macromoleculas ocorre por adsor^ao 
eletrostatica nao covalente (formas de atra^ao de van der Waals- 
London), em conduces adequadas de pH e concentra<;ao. A 
intera^ao e estavel e parece nao alterar a atividade biologica 
das macromoleculas adsorvidas. A proteina A e uma das mais 
empregadas, ligando-se a Fc de IgG. Como a proteina A nao 
se liga bem a anticorpos de camundongo, e como os mono- 
clonais, em sua maioria, sao preparados nesse animal, deve-se 
empregar um anticorpo de coelho anticamundongo para fazer 
uma ponte. Uma alternativa e ligar o ouro ao antissoro de coe¬ 
lho anticamundongo que, no entanto, diminui a sensibilidade 


de detec^ao. O ouro coloidal tambem pode ser ligado direta- 
mente ao anticorpo de detec^ao, permitindo um metodo em 
uma etapa, porem e necessario utilizar maior quantidade de 
anticorpo monoclonal para estabilizar as particulas de ouro. 

O ouro coloidal pode ser aplicado tambem para marcar com- 
ponentes intracelulares. Por ser um grande emissor de eletrons 
secundarios, as particulas de ouro coloidal podem ser visualizadas 
na microscopia de varredura. As constantes de liga^ao dos mar¬ 
cadores com ouro coloidal a superficie celular sao elevadas, faci- 
litando o processamento para a microscopia eletronica. O fato de 
ser particulado garante maior facilidade na identifica^ao e quan- 
tifica^ao da intensidade de marca^ao das estruturas. 

A facilidade no preparo ou aquisi^ao dos marcadores com 
ouro coloidal, bem como sua estabilidade, quando armazena- 
dos em condi^oes adequadas, sao fatores que tem contribuido 
para seu grande emprego nos estudos de imunocitoquimica. 

► Ensaios imunocromatograficos 

A pesquisa do hormonio gonadotrofina corionica humana 
na detec^ao da gravidez foi a primeira aplica^ao diagnostica 
do teste imunocromatografico. A partir dai, a necessidade de 
testes rapidos para o diagnostico laboratorial e em locais com 
poucos recursos, como em situates de campo, e no ponto de 
atendimento ( point-of-care) tem elevado o interesse no desen- 
volvimento de testes imunocromatograficos de fluxo lateral 
para a detec^ao de antlgenos e anticorpos em varias infec^oes. 
Os testes rapidos podem ser encontrados em quatro formatos 
diferentes: cassete, dipstick, cartao ou hibrido, que combina 
diferentes elementos (exemplos na Figura 2.18). 
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Figura 2.18 Exemplos de diferentes formatos de testes rapidos ou imunocromatograficos. A. Cassette. Afita de nitrocelulose e encaixada em um 
cassete plastico. Linha controle (C), linha teste (T) e cavidades para amostra de sangue (S) e para solugao tampao (ST) (A1: exemplo de cassete 
com cavidades separadas para amostra de sangue e solugao tampao; A2: exemplo de cassete com cavidade combinada para amostra de sangue 
e solugao tampao); B. Dipstick. A fita de nitrocelulose e colocada nas cavidades contendo sangue e tampao; C. Cartao. A fita de nitrocelulose e 
montada em um cartao. Amostra de sangue e solu^ao tampao sao colocadas em um bloco absorvedor e o cartao e fechado para leitura (Cl: 
cartao aberto; C2: cartao fechado); D. Hibrido. Com elementos combinados de cassete e dipstick, a fita e mergulhada nas cavidades e e, entao, 
colocada no cassete para leitura. Adaptado de WHO, 2011 a. 
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Esses metodos podem ser empregados em soro diluido, para 
a pesquisa de anticorpos, ou em soro, sangue, saliva, urina ou 
fezes, para a detec^ao de antigenos. Fornecem um teste quali¬ 
tative, de facil execu^ao, simples, rapido (10 a 15 min) e barato 
para detectar antigenos e anticorpos. Seus resultados sao de 
facil interpreta<~ao e incluem controles positivos e negativos, 
nao havendo necessidade de aparelhos ou instrumentos para 
realizar a leitura, dispensando tambem eletricidade e treina- 
mento prolongado. 

Em geral, utilizam uma matriz de membrana de nitrocelulose 
que contem um numero apropriado de areas para cada reagente 


(antigeno ou anticorpo) e controle do teste. O restante da mem¬ 
brana de nitrocelulose e bloqueado com proteina inerte, de modo 
semelhante ao que ocorre no immunodot ou western blotting. 

O reagente de detec^ao pode ser marcado com corante 
coloidal, enzimas ou ouro coloidal. Para a detec^ao de antigeno 
emprega-se um anticorpo de captura, ligado a membrana, e um 
anticorpo marcado especifico para o antigeno. Para a detec- 
^ao de anticorpo utiliza-se um antigeno apropriado, ligado a 
membrana, e um anticorpo anti-imunoglobulina marcado. Na 
Figura 2.19 esta esquematizado o mecanismo geral do teste 
imunocromatografico para pesquisa de antigeno. 
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Figura 2.19 Componentes e mecanismo geral dos testes imunocromatograficos para pesquisa de antigeno. A. 0 anticorpo marcado (Ac marcado), 
especifico para o antigeno-alvo, esta na parte inferior da fita de nitrocelulose ou em uma cavidade do sistema. 0 anticorpo de captura, especifico 
para o antigeno-alvo, esta ligado a membrana na linha “teste". 0 anticorpo (especifico para o Ac marcado) ou antigeno esta ligado a membrana na 
lin ha "controle”. Antes da rea$ao, essas linhas nao aparecem. B. Amostra (sangue, soro, saliva, urina) e tampao saocolocados no local indicado. Pela 
adi^aoda amostra e do tampao, o Ac marcado e solubilizadoe migra nofluxo da amostra. Seo antigeno-alvo estiver presente na amostra, vai se ligar 
ao Ac marcado, formando um complexo antigeno-Ac marcado. C. Ao passar pela regiao da membrana em que o anticorpo de captura esta imobili- 
zado,ocomplexo antigeno-Ac marcado sera retido na linha"teste"e havera desenvolvimentodecor proporcionalmenteaquantidadedeantigeno 
presente na amostra. 0 anticorpo marcado livre sera retido na linha "controle" havendo desenvolvimento de cor. Adaptado de WHO, 2011 b. 
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Os ensaios imunocromatograficos tem sido aplicados em 
varios sistemas, como sifilis, malaria, tuberculose, leishma- 
niose visceral, tripanossoimase africana, HIV, influenza , den¬ 
gue e outras doen^as. 

► Tecnicas empregadas na automata o 

Nas ultimas decadas, houve grande desenvolvimento na 
automa^ao dos processos do laboratorio clinico, principal - 
mente na bioquimica clinica e na hematologia, sendo a imu- 
nologia clinica uma das ultimas areas a ser automatizada. 

A automa^ao de laboratorios clinico s ja percorreu um 
longo caminho desde os primeiros sistemas desenvolvidos. 
Atualmente estao disponiveis inumeras opnoes, grandes e 
pequenas, a partir de uma variedade de fornecedores para 
atender as necessidades, que vao desde a automa^ao de tarefas 
simples para varias fun^oes ate a automa^ao total com apare- 
lhos interfaceados. A automa^ao dos imunoensaios e muito 
util em bancos de sangue, laboratorios grandes, medios e ate 
pequenos, pois fornece resultados rapidos, minimiza as varia¬ 
nces inerentes aos processos manuals, aumenta a seguran^a, 
diminui os custos e melhora a qualidade e o desempenho do 
laboratorio. O desenvolvimento tecnologico que levou a auto- 
ma^ao de varias tecnicas no laboratorio clinico tem como 
desafio a busca de maior eficiencia. 

- Nefelometria 

A nefelometria e um metodo direto de medida do espa- 
lhamento, em um determinado angulo, de uma luz inci- 
dente, por particulas em suspensao, e e uma tecnica sensivel 
para quantificar as reanoes de precipitanao entre antigenos e 
anticorpos. A quantidade de complexo formado pela reanao 
antigeno-anticorpo quando, a uma concentranao constante e 
em excesso de anticorpo, se vai adicionando antigeno depende 
diretamente da concentranao do antigeno e e caracterizada 
por uma curva parabolica que foi descrita por Heidelberger e 
Kendall, em 1935. A intera^ao entre antigeno e anticorpo, em 
solunao, depende de muitos fatores, como concentranao rela- 
tiva, avidez e afinidade do antissoro, tampao, pH, for^a ionica 
da solunao e presenna de polimeros nao ionicos e hidrofilicos, 
como o polietilenoglicol, que aumenta a sensibilidade, a faixa 
de detecn&o e a velocidade do ensaio. 

A formanao de imunocomplexos em solunao provoca espa- 
lhamento, absornao, reflexao e altera a transmissao de uma luz 
incidente que atravesse a solunao. Esses fenomenos sao pro- 
porcionais ao tamanho, a forma e a concentranao das parti¬ 
culas. Com o aumento da precipitanao entre antigeno e anti¬ 
corpo, aumenta o espalhamento e a reflexao da luz e diminui a 
transmitancia. Em solunoes diluidas, a formanao de complexos 
entre antigeno e anticorpo pode ser medida pelo espalhamento 
de uma luz incidente, que ocorre como resultado das colisoes 
elasticas das particulas de to dos os tamanhos com os fotons de 
luz. A quantidade e a natureza do espalhamento dependem do 
tamanho e forma das particulas, da concentranao, do compri- 
mento de onda da luz e do indice de refranao do meio. 

Para a pesquisa de antigeno os ensaios devem ser realizados na 
regiao de excesso de anticorpo, onde ocorre relanao linear entre 
a concentranao do antigeno e a densidade optica e, para tanto, as 
amostras devem ser diluidas a varias concentranoes diferentes. 
O antissoro empregado deve ser potente, altamente purifieado e 
opticamente limpido, com especificanbes uniformes. 


Ha duas varianoes principals no ensaio de nefelometria, de 
acordo com o metodo de determinanao utilizado: 

■ Nefelometria de ponto final, em que a leitura e feita na regiao 
de plato da precipitanao. Necessita de correnoes, a fim de 
minimizar o efeito de reanoes de fundo, e de um tempo 
maior de incubanao (10 min a 1 h), porem permite a reali- 
zanao de um numero maior de testes por hora. O tempo de 
incubanao e a altura do plato em cada ensaio dependem da 
avidez e afinidade do antissoro. Quando o espalhamento 
da luz e medido antes ou imediatamente apos a adinao do 
antissoro (branco) e apos um intervalo de tempo constante, 
tem-se o metodo de quase equilibrio. A diferenna entre os 
valores e correlacionada com uma curva de concentranao 
de referenda 

■ Nefelometria cinetica ou “nefelometria de taxa de aumento ”, 
em que ha monitoramento continuo da reanao e o nefelo- 
metro subtrai eletronicamente a reanao de fundo. Nao h& 
necessidade de esperar ate que o plato seja alcannado, dimi- 
nuindo o tempo de incubanao, porem permite o proces- 
samento de um numero menor de amostras. Este metodo 
mede o pico da taxa de aumento do espalhamento, que 
ocorre no periodo de 10 segundos a 1 ou 2 min na maioria 
dos casos. A relanao entre a quantidade de espalhamento e 
o tempo, apos o inicio da reanao, e sigmoidal, pois o espa¬ 
lhamento depende do tamanho relativo dos complexos e 
da concentranao do antigeno. No inicio, os complexos sao 
pequenos e nao espalham a luz. Apos um limiar, o espalha¬ 
mento aumenta proporcionalmente ao tempo. Conforme os 
reagentes se esgotam, a taxa de aumento do espalhamento 
diminui e este se aproxima do valor maximo. Na regiao de 
excesso de anticorpo, o ponto de inflexao da curva da taxa 
de aumento fornece a taxa maxima (ou pico) de formanao 
do complexo e e proporcional a concentranao do antigeno. 
A taxa maxima de aumento para cada reanao e convertida 
em concentranao, empregando-se curvas de referenda pre- 
calculadas. Se comparado com a nefelometria de ponto 
final, e o metodo de escolha. 

Na determinanao de compostos de baixo peso molecular 
(com menos de 1 kDa), como hormonios, farmacos e outros 
haptenos, utiliza-se a nefelometria de inibinao, em que os hap- 
tenos a serem dosados competem com haptenos conjugados 
a proteinas carregadoras pelos sitios no anticorpo especifico, 
havendo inibinao na formanao dos precipitados. Pode-se utili- 
zar o metodo cinetico ou de ponto final. 

O emprego de microparticulas inertes aumenta a sensibili¬ 
dade dos ensaios nefelometricos. Neste caso, as particulas sao 
utilizadas como suporte para os reagentes, amplificando a pre¬ 
cipitanao e o espalhamento da luz. Para essa finalidade, as carac- 
teristicas mais importantes de uma particula sao o tamanho e 
o indice de refranao. O tamanho ideal depende do metodo de 
medida. Particulas pequenas sao indicadas para ensaios cine- 
ticos e particulas grandes, para ensaios de ponto final. O espa¬ 
lhamento da luz aumenta com o indice de refranao do material 
da particula. Varios tipos de particulas tbm sido empregados 
como suporte, entre elas as de latex. Particulas de latex (esferas 
de poliestireno) com diametros da ordem de 0,1 a 0,2 pm, con- 
tendo grupos quimicos reativos, sao recobertas com antigeno 
ou anticorpo. Assim, a presenna do anticorpo ou antigeno na 
amostra promove a aglutinanao coloidal do sistema. Pode-se 
ligar haptenos ou fragmentos de anticorpos para emprego em 
ensaios diretos ou de inibinao. As tecnicas de amplificanao 
com particulas de latex tbm sido as mais utilizadas, tanto na 
determinanao de farmacos, hormonios e peptidios quanto na 


42 


Diagnostic® Laboratory I 


de proteinas e lipoproteinas, devido a sua maior sensibilidade. 
A sensibilidade, a reprodutibilidade e os limites de detec^ao 
desse ensaio dependem da tecnica utilizada para detectar o 
produto agregado. Alem da nefelometria, a aglutina^ao de 
particulas de latex pode ser monitorada por outras tecnicas, 
como turbidimetria, anisotropia angular (mudan^a do angulo 
de polariza^ao da luz, sendo o espalhamento medido em dois 
Angulos, acima e abaixo de 90°) e espectroscopia de correla- 
^ao de fotons (ou espalhamento dinamico da luz, com base 
no principio de que, quando um laser atinge uma particula, 
a mudan^a da frequencia da luz resultante do espalhamento 
esta correlacionada com a velocidade da particula, que e tanto 
menor quanto maior o grau de agrega^ao). 

Yang et al. t em 2006, utilizaram nanoparticulas magneticas 
com nucleo de Fe 3 0 4 em vez de particulas de latex e obtive- 
ram sensibilidade tres vezes maior na detec^ao de avidina e 
proteina C reativa. 

Os nefelometros podem utilizar, como fonte de luz, lampa- 
das de tungstenio, mercurio, xenonio, helio-neonio (laser) etc. 
Os raios de luz do laser , ou de outra fonte de luz de alta in ten- 
sidade, sao coletados por lentes focalizadoras e passam atraves 
de um tubo que contem a amostra. Outras lentes coletam a luz 
emergente, em angulo de 70°, e a focalizam para um detec¬ 
tor eletronico, que amplifica o sinal. Este e convertido em um 
registro digital, em unidades arbitrarias, que sao relacionadas 
com a concentra^ao do antigeno ou do anticorpo na amostra. 
Basicamente, os nefelometros necessitam dos mesmos com- 
ponentes que um fluorometro, que pode ser utilizado na nefe¬ 
lometria com o mesmo filtro ou comprimento de onda, tanto 
para a luz incidente quanto para a resultante do espalhamento. 
Outros tipos de analisadores, como os de fluxo continuo, de 
centrifuga^ao, de polariza^ao da fluorescencia, ou espectrofo- 
tometros de alta potencia podem ser adaptados para ensaios 
nefelometricos. 

A nefelometria apresenta varias vantagens, pois e precisa, 
rapida, de facil realiza^ao e totalmente automatizada. Entre 
suas limita^oes estao o alto custo do antissoro, a rea^ao ines- 
pecifica resultante de soros lipemicos ou hemolisados e a 
necessidade de multiplas dilui^oes para antigenos muito con- 
centrados. 

Essa tecnica pode ser empregada para quantificar proteinas, 
como imunoglobulinas, componentes do complemento, fator 
reumatoide, fatores de coagula<;ao, proteina C reativa, imuno- 
complexos ou hormonios, farmacos e outros haptenos. Alem 
de ter aplica^oes clinicas, a nefelometria e util para monito- 
rar a qualidade de imunorreagentes, para determinar titulos 
e avidez de antissoros, na avalia^ao de monoclonais etc. Com 
controle de qualidade adequado e reagentes e calibradores de 
boa qualidade, fornece resultados altamente confiaveis, com 
sensibilidade de detec^ao da ordem de 1 pg/mf e de 1 ng/m £ 
com particulas amplificadoras. 

■ Turbidimetria 

A turbidimetria e um metodo de medida da diminui^ao 
da intensidade da luz transmitida, em rela^ao a incidente, por 
meio de uma suspensao de particulas, devido a reflexao, a 
absor^ao ou ao espalhamento. As leituras sao feitas em unida¬ 
des de absorbancia, que refletem a rela^ao entre a luz incidente 
e a transmitida. Em rela^ao a nefelometria, a questao sobre 
qual dos dois metodos oferece melhores resultados tern sido 
muito debatida. Entretanto, a qualidade do aparelho parece 
ser mais importante do que o metodo. Espectrofotometros 
que utilizam grade de difra^ao monocromatica sao os ideais, 


podendo tambem ser empregados aparelhos que utilizam fil- 
tros dicroicos ou de interferencia. As leituras das absorbancias 
devem ser realizadas em comprimentos de onda das faixas pro- 
ximas do UV, entre 290 e 410 nm, regiao em que os complexos 
imunes, com diametros entre 35 e 100 nm, absorvem mais. Os 
fotodetectores dos aparelhos devem medir a luz transmitida 
em Angulo de 0° com a luz incidente para reduzir o efeito do 
espalhamento da luz sobre a medida da transmitancia. 

Os reagentes devem ser misturados rapida e completamente 
a fim de eliminar concentrates localizadas de antigeno ou de 
anticorpo, que podem afetar os resultados. Analisadores por 
centrifugate sao ideais para essa finalidade, pois os reagentes 
sao pipetados em camaras separadas e colocados na celula de 
rea^ao por for^a centrifuga, sendo misturados por mudan^as 
na acelera^ao apos 3 a 5 segundos de contato. Os efeitos da 
for^a centrifuga podem provocar a sedimentato de grandes 
agregados, formados por reagentes concentrados. Muitos ana¬ 
lisadores utilizam um sistema de agita^ao constante em vez da 
for^a centrifuga. 

As medidas de turbidimetria podem ser realizadas de dois 
modos: fazendo duas leituras, uma antes de colocar o antis¬ 
soro e outra apos um periodo de tempo prefixado; e realizando 
a medida cinetica da mudan^a da absorbancia apos a adi^ao 
do antissoro. 

A inclusao de polimeros amplificadores, como o polieti- 
lenoglicol 8000, no tampao de rea<;ao aumenta significativa- 
mente a forma^ao dos complexos, reduzindo o espa^o vibra- 
cional e aumentando a intera^ao entre as moleculas. 

O emprego de particulas amplificadoras aumenta a sen¬ 
sibilidade do ensaio, como ocorre na nefelometria. Entre os 
varios tipos de particulas, as de poliestireno (latex) tem sido 
as mais utilizadas como suporte de proteinas ou de haptenos. 
Para que haja maior sensibilidade, o tamanho das particulas 
deve ser o menor possivel e as leituras devem ser feitas no 
menor comprimento de onda possivel. Os testes denominados 
PETIA (imunoensaio turbidimetrico com particulas de latex 
amplificadoras) e PETINIA (imunoensaio turbidimetrico de 
inibi^ao com particulas de latex amplificadoras) apresentam 
elevada precisao, especificidade e podem ser aplicados a varios 
sistemas. Os testes de inibi^ao sao utilizados para farmacos, 
hormonios e outros haptenos. 

Beumer et al. desenvolveram, em 2009, um imunoensaio 
turbidimetrico com nanoparticulas para a dosagem do far- 
maco 5-fluorouracil, com base na mudan^a da dispersao da 
luz quando as nanoparticulas formam agregados. O tempo 
para leitura do resultado e de 10 min, com fluxo de 400 amos- 
tras por hora. Na ausencia de 5-fluorouracil formam-se gran¬ 
des agregados, com aumento da turbidez da solu^ao. Quando 
se introduz a amostra contendo 5-fluorouracil, a aglutina^ao 
e parcialmente inibida e a turbidez da solu^ao diminui. Esse 
metodo apresenta as vantagens de ser rapido, exigir pequeno 
volume de amostra e permitir monitoramento eficiente do far- 
maco na pratica clinica. 

Alem da qualidade do espectrofotometro, e muito impor¬ 
tante considerar a amostra e os reagentes utilizados. As amos- 
tras muito turvas nao devem ser ensaiadas por esse metodo, os 
antissoros e demais reagentes devem ser opticamente claros. 

A turbidimetria, como a nefelometria, apresenta varias 
vantagens: nao necessita de separa^ao entre as fases, as amos- 
tras podem ser ensaiadas diretamente sem a necessidade de 
pre-tratamento e o teste e rapido, preciso, economico e facil- 
mente automatizado. 

A nefelometria e uma tecnica mais sensivel do que a turbidi¬ 
metria, porem e mais sensivel as rea^oes de fundo, nao especifi- 
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cas, por isso e necessario que as amostras sejam muito diluidas, 
o que reduz os limites de detectao aos niveis da turbidimetria. 
Assim, os metodo s turbidimetricos tendem, em alguns casos, 
a ser mais precisos do que os nefelometricos. Ha autores que 
consideram a turbidimetria mais reprodutivel e mais simples. 
Alem disso, pode utilizar o espectrofotometro, que e um apare- 
lho mais comum a maioria dos laboratories clinicos. 

Essa tecnica pode ser empregada para quantificar antige¬ 
nos, anticorpos, lipoproteinas, como Lp(a), proteina C reativa, 
albumina, p re-albumina, hemoglobina A, proteinas ligantes 
de acidos graxos (FABP), teofilina, gentamicina, tobramicina 
e digoxina. 

- Enzimaimunoensaio 

Existem sistemas e estates de trabalho (workstations) que 
realizam roboticamente os testes ELISA em microplacas, com 
a vantagem de poderem executar grande numero de amostras. 
Ha outros que utilizam sistemas homogeneos, como o Enzyme- 
multiplied immunoassay - EMIT®. Neste imunoensaio ocorre 
a inibi^ao da atividade da enzima, conjugada a um antigeno 
ou hapteno, apos a combina^ao com o anticorpo, devido ao 
impedimento de mudan^as conformacionais necessarias para 
a atividade da enzima. 

O hapteno e conjugado a uma enzima, que permanece 
ativa. A liga^ao do anticorpo inativa a enzima. Se houver hap¬ 
teno na amostra, ele competira com o conjugado pelos sitios 
do anticorpo. O resultado e o aumento da atividade enzima- 
tica, que sera aproximadamente proporcional a concentra^ao 
do hapteno. A media^ao da atividade da enzima pelo anti¬ 
corpo pode ser explicada pelo impedimento esterico para a 
liga^ao do substrata apos a rea^ao do anticorpo especifico com 
o hapteno. 

Quando as enzimas sao conjugadas a moleculas de protei¬ 
nas, a liga^ao do anticorpo especifico pode acontecer em um 
local do antigeno distante da enzima e a modula^ao enzima- 
tica nao ocorre. Entretanto, se o substrata for macromolecular, 
a liga^ao do anticorpo a proteina pode levar a inibi^ao esterica 
da liga^ao ao substrata. 

- Imunoensaio quimioluminescente 

Quimioluminescencia (ou bioluminescencia) e o sinal 
optico intrinsecamente mais sensivel. O principio basico do 
imunoensaio quimioluminescente consiste na detec^ao da 
rea^ao antigeno-anticorpo utilizando-se uma enzima e uma 
molecula sintetizada ou mistura de moleculas que atuarao 
como substrato para a enzima e como emissor de luz. Ha 
muitas varia^oes da tecnica, e elas devem ser empregadas de 
acordo com a enzima e a substancia quimioluminescente uti- 
lizadas, ou dependendo da utiliza^ao ou nao de compostos 
amplificadores. 

As moleculas quimioluminescentes, as enzimas e os com¬ 
postos amplificadores empregados como marcadores, bem 
como o principio da quimioluminescencia, os mecanismos 
simplificados das rea^oes e as aplleases da tecnica foram dis- 
cutidos anteriormente. 

A medida da luz emitida pelos compostos quimiolumines¬ 
centes e chamada de luminometria e, por isso, os aparelhos 
que realizam essa medida sao denominados Juminometros. 
Alguns sao totalmente automatizados e outros permitem a 
utiliza^ao manual. Os reagentes marcados e os amplificadores, 
em muitas sistemas, sao de propriedade do fabricante. 


Varios sistemas automatizados tern sido desenvolvidos com 
o emprego da quimioluminescencia em enzimaimunoensaios. 
Podem executar uma grande variedade de ensaios, em siste¬ 
mas de competi^ao ou de duplo anticorpo, para a pesquisa de 
antigenos, anticorpos, haptenos, farmacos, enzimas, hormo- 
nios, vitaminas, marcadores tumorais, marcadores de doen^as 
etc. Ha sistemas abertos que podem ser utilizados na pesquisa 
de qualquer macromolecula, e outros que se destinam, princi- 
palmente, a triagem de doadores em bancos de sangue. 

- Imunoensaio fluorescente 

O imunoensaio fluorescente ou fluoroimunoensaio e um 
metodo que detecta e quantifica antigenos e anticorpos uti- 
lizando conjugados fluorescentes cuja emissao de luz, de um 
determinado comprimento de onda, e medida com precisao 
em um fluorometro. E utilizado para detectar e quantificar far¬ 
macos, hormonios, proteinas e peptidios em fluidos biologi- 
cos. O ensaio, rapido, sensivel e adaptavel a automa 9 ao, e uma 
alternativa ao radioimunoensaio e ao enzimaimunoensaio. 

Quando certos tipos de moleculas interagem com fotons de 
radia^ao eletrom^netica, pode ocorrer a emissao de luz, feno- 
meno chamado de fotoluminescencia. Fluorescencia, fosfores- 
cencia e fluorescencia tardia sao tipos de fotoluminescencia. Na 
fluorescencia a libera^ao da energia luminosa e imediata, com um 
intervalo de 0,1 a varias centenas de nanossegundos entre a absor- 
<^ao e a emissao. Na fosforescencia ha demora na libera^ao da luz, 
e, na fluorescencia tardia, o tempo de libera^ao e intermediario. 

Os compostos fluorescentes ou fluoroforos sao, em sua 
maioria, compostos organicos com estrutura em anel. Quando 
o composto absorve luz, os eletrons se tornam excitados e osci- 
lam em ressonancia. Apos a absor^ao da luz de um compri¬ 
mento de onda menor (maior energia), ao retornar ao estado 
basal, a energia e emitida sob a forma de luz de um compri¬ 
mento de onda maior (menor energia), pois uma parte da 
energia se perde nas transi^oes moleculares internas do pro- 
cesso. Nesse processo, o tempo entre a absor^ao e a emissao e 
pequeno: com o isotiocianato de fluoresceina, esse intervalo 
dura menos de 10 9 segundos. 

O imunoensaio fluorescente pode ser heterogeneo ou de 
fase solida e homo gene o ou de fase fluida. 

Imunoensaio fluorescente heterogeneo 

O teste de imunofluorescencia indireta e o precursor do 
fluoroimunoensaio de fase solida, e a diferen^a entre eles con¬ 
siste no sistema de leitura. A imunofluorescencia baseia-se na 
observa^ao visual comparativa, por meio de microscopio de 
fluorescencia, enquanto o imunoensaio fluorescente baseia-se 
na medida objetiva e quantitativa da intensidade de fluores¬ 
cencia obtida pelo emprego de um sistema fotomultiplicador. 

O sistema heterogeneo envolve a separa^ao dos reagentes 
marcado e nao marcado, eliminando em grande parte a fluo¬ 
rescencia de fundo. Varios sistemas foram desenvolvidos, como 
os utilizados para medir anticorpos anti-DNA, antinucleo, 
antirrubeola, antitoxoplasma e muitas outros antigenos virais. 
Empregando-se aparelhos de boa qualidade adequadamente 
calibrados, o ensaio de fase solida permite obter medidas de 
excelente precisao quando comparado a imunofluorescencia, 
em que a leitura e subjetiva. A maioria dos ensaios disponiveis 
comercialmente utiliza o sistema de fase solida. 

Pode-se empregar o metodo de competi^ao, o indireto, o de 
duplo anticorpo ou o imunometrico. 
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Metodo de competi^ao 

Na quantifica^ao de imunoglobulinas, por exemplo, havera 
competiqao entre a imunoglobulina da amostra (livre) e a 
ligada a fase solida (fixada em superficie hidrofobica polime- 
rica) pelo anticorpo especifico marcado com fluorocromo. A 
quantidade de anticorpo fluorescente ligado a imunoglobulina 
da fase solida e medida em um microfluorometro e convertida 
em mg/df, a partir da curva padrao de inibi^ao. 

Metodo indireto 

Por este metodo podem ser medidos anticorpos contra 
varios antigenos. O antigeno e fixado a uma superficie poli- 
merica e incubado com o soro. Adiciona-se conjugado anti- 
imunoglobulina marcado com fluorocromo e a fluorescencia 
e quantificada. 

Metodo do duplo anticorpo ou do"sandukhe" 

O antigeno reage com o anticorpo da fase solida e apos 
lavagem, com o anticorpo marcado. Apos lavagem, a fluores¬ 
cencia e quantificada. Esse metodo nao se aplica a haptenos. 

Metodo fliioroimunometrico 

O antigeno reage com o anticorpo marcado em solu^ao. O 
anticorpo marcado residual se liga ao antigeno da fase solida, 
em que, apos lavagem, se quantifica a fluorescencia. Pode ser 
aplicado a haptenos e proteinas complexas. 

Imunoensaio fluorescente homogeneo 

O sistema homogeneo nao requer a separa^ao entre o rea- 
gente marcado e o nao marcado. A intensidade de fluorescencia 
pode aumentar ou diminuir apos a rea^ao antigeno-anticorpo. 
Este metodo tern sensibilidade de detecqao, em condi^oes oti- 
mas, perto de 10" 10 M; necessita de reagentes imunoquimicos 
relativamente puros; impurezas nas amostras podem aumen- 
tar a interferencia das rea^oes de fundo, e necessita de apare- 
lhos especiais, a fim de obter maior sensibilidade. 

Uma serie de variantes foi desenvolvida: 

■ No ensaio de aumento, o antigeno marcado apresenta 
aumento da fluorescencia quando ligado ao anticorpo. 
A principal desvantagem deste metodo e a fluorescencia 
intrinseca do soro 

■ No ensaio direto de inibi^ao da fluorescencia, a liga^ao 
do hapteno cromofobico pelo anticorpo marcado provoca 
diminui^ao da fluorescencia 

■ No ensaio de inibi^ao indireto, o antigeno e marcado 
com fluoresceina e o anticorpo especifico para o antigeno 
inibe estericamente a liga^ao da fluoresceina ao anticorpo 
antifluoresceina, o qual, por sua vez, quando se liga a 
fluoresceina, inibe a fluorescencia. Pode ser empregado na 
determinate de antigenos e de anticorpos. No ensaio para 
a pesquisa de anticorpos, o anticorpo especifico protege o 
conjugado antigeno-fluoresceina de ser inibido pelo anti¬ 
corpo antifluoresceina. O nivel de anticorpo na amostra 
e proporcional a intensidade da fluorescencia. No ensaio 
para a pesquisa de antigenos, o antigeno da amostra se liga 
ao anticorpo especifico, deixando o complexo antigeno- 
fluoresceina livre para se Jigar ao anticorpo antifluoresceina. 
O nivel de antigeno na amostra e proporcional a diminui- 
to da fluorescencia 

■ O metodo de transference de energia emprega dois mar- 
cadores e pode ser direto ou indireto. No metodo de trans¬ 
ference direto, o antigeno e marcado com fluoresceina e o 
anticorpo, com rodamina. O isotiocianato de fluoresceina 


tem pico de emissao a 525 nm e a tetrametilrodamina tern 
pico de absor^ao a 525 nm. A liga to do anticorpo ao anti¬ 
geno provoca uma inibiqao na fluorescencia da fluoresceina. 
Em ensaio para a quantificaqao de um antigeno, este nao 
marcado compete pelo anticorpo marcado com a rodamina 
e diminui a inibi^ao da fluorescencia da fluoresceina 
■ No metodo de transferencia indireto, o antigeno e marcado 
indiretamente pela liga^ao a um anticorpo ou a fragmentos 
Fab marcados com fluoresceina. Este metodo e aplicavel a 
antigenos que apresentam determinantes antigenicos multi- 
valentes. Os anticorpos ou fragmentos Fab sao separados 
em duas porqoes, que sao marcadas, separadamente, por 
fluoresceina e rodamina. A mistura do antigeno com os 
anticorpos marcados em propor^ao adequada provoca uma 
redu^ao na intensidade da fluorescencia da fluoresceina. A 
adi^ao da amostra com antigeno nao marcado altera o equi- 
librio do complexo antigeno-anticorpo marcado, sendo o 
grau de fluorescencia na solu^ao diretamente proporcio¬ 
nal a concentrate do antigeno nao marcado. Este metodo 
necessita de anticorpos purificados para evitar reaqoes de 
fundo inespecificas. Pode ser aplicado a pesquisa de hap¬ 
tenos e antigenos macromoleculares. A sensibilidade deste 
ensaio para IgG humana e da ordem de 100 pmol. 

Imunoensaio de polariza^do da fluorescencia 

No ensaio de polariza^ao da fluorescencia, o antigeno mar¬ 
cado com o fluorocromo compete com o antigeno da amos¬ 
tra por um numero limitado de sitios do anticorpo especifico. 
Quanto maior a concentrate do antigeno na amostra, havera 
menos anticorpo ligado ao antigeno marcado com o fluoro¬ 
cromo e a polariza^ao da fluorescencia diminui. A sensibili¬ 
dade do metodo depende da afinidade do anticorpo, podendo 
chegar a menos de 1 ng/mf, para a pesquisa de gonadotrofina 
corionica humana. E aplicavel apenas a pesquisa de haptenos. 

A tecnologia de polariza^ao da fluorescencia e utilizada 
para quantificar farmacos e haptenos em ensaio de competi^ao 
direto. O farmaco marcado com fluoresceina e utilizado como 
marcador, que absorve e emite luz polarizada proporcional- 
mente ao seu tamanho. Quando livre em solu^ao, o marca¬ 
dor se movimenta rapidamente e, absorvendo luz polarizada, 
emite luz despolarizada. Quando o marcador se liga ao anti¬ 
corpo, o complexo se move mais lentamente e emite luz mais 
polarizada (ou menos despolarizada). O grau de polariza^ao 
reflete a quantidade de marcador que esta ligado e e inversa- 
mente proporcional a quantidade de farmaco na amostra. A 
sensibilidade para digoxina e de 0,2 ng/mf. 

Para a pesquisa de macromoleculas (IgM), foi desenvolvido 
um imunoensaio em que o marcador e constituido de frag¬ 
mentos Fab marcados com fluorocromo. O limite de detec<~ao 
de IgM pelo metodo e de 0,8 pg/mf. 

Imunoensaio fluorescente de tempo controlado 

O imunoensaio fluorescente de tempo controlado (time- 
resolved fluorometry) emprega aparelhos e reagentes especiais 
a fim de aumentar a sensibilidade do ensaio, cujo limiar de 
detec^ao pode chegar a 10~ 15 M. 

Os marcadores fluorescentes convencionais, como fluo¬ 
resceina e rodamina, sao indicados para a determina^ao de 
antigenos, anticorpos, farmacos e outros haptenos em con¬ 
centrates de ordem micromolar, porem nao tem a atividade 
especifica necessaria para a determina^ao em concentrates 
da ordem de nano e picomolar. 

Os quelatos de lantanideos, em combinaqao com o fluo- 
rometro de tempo controlado, eliminam as reaqoes de fundo 
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que interferem quando se utilizam fluoroforos convencionais, 
como o isotiocianato de fluoresceina, o que aumenta a sensi- 
bilidade de detec^ao. 

Os fluorometros de tempo controlado permitem medidas 
cineticas da rea^ao anti geno - anticorpo, minimizando a inter- 
ferencia da fluorescencia de fundo e aumentando a sensibi- 
lidade e especificidade do ensaio. No fluorometro de tempo 
controlado, um pulso rapido de luz excita o fluoroforo, que 
deve ter meia-vida longa, e a fluorescencia e medida depois de 
transcorrido um periodo da excita^ao. 

As sondas fluorescentes empregadas nesse ensaio podem 
ser utilizadas com o acido pirenobutfrico, que tern meia-vida 
de 100 ns, ou com os quelatos de europio ou de terbio. O 
europio complexado ao isotiocianatofenil-DTTA e utilizado 
para marcar anticorpos do mesmo modo que os derivados da 
fluoresceina e da rodamina. Os quelatos de europio apresen- 
tam propriedades que os tornam indicados para esse tipo de 
ensaio, pois a diferenqa entre o comprimento de onda de exci- 
taqao e o de emissao e de, aproximadamente, 300 nm e a meia- 
vida e da ordem de 1 ms, enquanto o tempo de decaimento da 
fluorescencia inespecifica e geralmente menor, variando entre 
5 e 20 ns. 

Nos fluorometros de tempo controlado, o quelato de eurb- 
pio e excitado por flashes rapidos, com dura^ao de menos de 
0,5 |is e, durante os 400 ps seguintes a cada flash, o fotodetector 
flea fechado enquanto a fluorescencia inespecifica e emitida. 
Nos 400 ps seguintes a fluorescencia do quelato de europio e 
medida. Apos 1 ms, um novo ciclo se inicia. Os ciclos sao repe- 
tidos mil vezes por segundo. 

Devi do as diferen^as no tempo de decaimento dos quela¬ 
tos de lantanideos, e possivel desenvolver ensaios para a pes- 
quisa de mais de um antigeno ou hormonio simultaneamente, 
empregando a fluorometria de tempo controlado e diferentes 
fluoroforos. 

Os sistemas comerciais baseiam-se em ensaios de compe- 
ti^ao e duplo anticorpo. Este metodo tem sido utilizado na 
deter min a^ao de hormonio s, fdrmacos, antigenos etc. com 
alta sensibilidade. 

Enzimaimunoensaio fluorescente 

O imunoensaio fluorescente com enzimas ou enzimaimu¬ 
noensaio fluorescente pode ser homogeneo ou heterogeneo. 

Imunoensaio fluorescente com substrate marcado 

O imunoensaio fluorescente com substrato marcado (do 
ingles substrate-labelled fluorescent immunoassay - SLFIA) 
e um sistema homogbneo, em que um substrato da enzima 
e ligado covalentemente a um hapteno de modo que a liga- 
9 ao do anticorpo ao hapteno inibe a a^ao da enzima sobre o 
substrato. Em um ensaio tipico para a pesquisa de haptenos, 
um substrato fluorogenico da (3-galactosidase, o p-galacto- 
sil umbeliferone, e ligado covalentemente ao hapteno, for- 
mando um substrato nao fluorescente. Se o anticorpo especi- 
fico reage com o hapteno, a enzima |3-galactosidase nao cliva 
o substrato por impedimento esterico. Se a amostra tiver 
hapteno, este se ligara ao anticorpo e o substrato ligado ao 
hapteno ficara livre e reagira com a enzima para formar um 
produto fluorescente. O grau de fluorescencia e proporcional 
a quantidade de hapteno na amostra. A excita^ao e feita a 400 
nm e a emissao da fluorescencia e medida a 453 nm. Detecta 
nfveis de 1 (ig/mf. 

Pode ser utilizado para detectar reagentes de alto e baixo 
peso molecular, tais como anticorpos, farmacos e outros hap¬ 
tenos. 


Enzimaimunoensaio fluorescente heterogeneo 

O enzimaimunoensaio fluorescente heterogeneo (do ingles 
enzyme linked fluorescent immunoassay ) e utilizado na pes¬ 
quisa de antigenos e anticorpos em uma ampla variedade de 
sistemas. O ensaio para a pesquisa de lipoproteina (a) [Lp(a)] } 
por exemplo, utiliza um anticorpo monoclonal anti-Apo A 
incorporado na fase solida e um anticorpo policlonal anti-Apo 
B marcado pela fosfatase alcalina. O substrato empregado e o 
fosfato de 4-metil umbeliferil que, sob a a^ao da enzima, for- 
nece o composto fluorescente 4-metil umbeliferone. A inten- 
sidade da fluorescencia e diretamente proporcional a concen- 
tra^ao de Lp(a), que e expressa em g/£ 

Enzimaimunoensaio fluorescente para a pesquisa de IgE 

E um enzimaimunoensaio fluorescente heterogeneo que 
mede a concentra^ao de IgE especifica contra mais de 450 
alergenios e permite o diagnostico diferencial da sensibiliza- 
<^ao atopica por alergenios inalantes comuns. Para a pesquisa 
de anticorpos da classe IgE especfficos para um determinado 
alergenio esse sistema utiliza uma tecnica em que o alergenio 
esta ligado covalentemente a fase solida. Se na amostra hou- 
ver IgE especffico, este se liga ao alergenio e a rea^ao e detec- 
tada pela adi^ao de um anticorpo anti-IgE marcado pela 
enzima p-galactosidase. O substrato empregado e o metil 
umbeliferil-[3-D-galactosfdeo, que, sob a a^ao da enzima, 
fornece o composto fluorescente 4-metil umbeliferone. As 
concentrates de IgE na amostra sao calculadas a partir de 
curvas de calibra^ao- 

- Citometria defluxo 

A citometria de fluxo e uma tecnica que permite realizar 
medidas rapidas em partfculas ou celulas enquanto elas pas- 
sam, uma a uma, por um sensor, sendo as medidas realizadas 
em uma partfcula de cada vez e nao como valores medios da 
populaqao total. O citometro de fluxo analisa eletronicamente 
os sinais gerados pelas celulas em suspensao quando elas sao 
interceptadas por um feixe de luz. Conforme as celulas passam 
atraves do feixe de luz, espalham a luz em todas as dire^oes, 
em um padrao que depende de seu tamanho, forma e estru- 
tura, e as moleculas marcadas com fluorocromos sao excitadas 
e fluorescem. 

A intera^ao entre as celulas e uma luz intensa permite rea¬ 
lizar varias medidas de significado biologico, como o espalha- 
mento frontal e lateral da luz e as emissoes de fluorescencia. 
A luz decorrente do espalhamento frontal (forward scatter cell 
~ FSC) e coletada por lentes posicionadas em angulos rela- 
tivamente pequenos (la 20°) em rela^ao ao feixe incidente. 
Geralmente, celulas maiores provocam maior espalhamento 
de luz do que as menores, por isso essa medida se correla- 
ciona com o tamanho da celula. Lentes colocadas em angulo 
de 90°, em rela^ao ao feixe incidente e ao fluxo celular, coletam 
a luz resultante do espalhamento lateral e da fluorescencia. A 
medida do espalhamento lateral ( side scatter cell - SSC) e uti- 
lizada para discriminar a granularidade da celula. As emissoes 
fluorescentes decorrem das moleculas marcadas com fluo¬ 
rocromos, que se ligaram as celulas especificamente. A luz 
coletada e dividida por refletores dicroicos para tubos foto- 
multiplicadores separados; estes convertem os fotons emitidos 
ou resultantes do espalhamento em pulsos eletronicos, que sao 
amplificados e digitalizados. Sao feitos histogramas e analise 
estatistica das medidas, sendo os resultados comparados com 
histogramas -controle. 
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A citometria de fluxo permite medir varios parametros 
celulares simultaneamente e separar subpopula^oes de celulas. 
Diferentes ligantes, como anticorpos monoclonais e policlo- 
nais, lectinas, hormonios, avldina e estreptavidina, podem ser 
conjugados a fluorocromos e permitem o estudo da distribui- 
^ao de determinantes antigenicos e receptores de celulas e a 
identifica^ao e separa^ao de subpopula^oes celulares. 

As aplica^oes e a utiliza^ao da citometria de fluxo e da 
separa^ao celular em biologia e medicina tem sido cada vez 
mais numerosas, mas, como os citometros de fluxo nao sao 
aparelhos simples, e necessario um conhecimento basico dos 
princfpios de opera^ao a fim de obter resultados precisos e 
significativos. Sao fundamentais a qualidade da prepara^ao e 
colora^ao da amostra, o fluido e os componentes eletronicos e 
opticos do aparelho. 

As medidas realizadas pelos citometros de fluxo utilizam 
a luz como fonte de excita^ao. Assim, a ilumina^ao deve ser 
intensa, pois as celulas sao pequenas e passam atraves do 
ponto de detec^ao rapidamente, e a fonte de luz deve ser capaz 
de produzir comprimentos de onda especfficos que excitem os 
fluorocromos. Os dois tipos de fonte de luz mais utilizados nos 
citometros de fluxo sao lamp ad as de arco voltaico e laser (light 
amplification by stimulated emission of radiation), que emite 
luz linearmente polarizada e e a mais utilizada. As lampadas 
de mercurio sao menos utilizadas, pois requerem sistemas 
opticos mais sofisticados do que o laser. Os lasers podem ser 
atomicos (helio-neonio), ionicos (ion argonio ou criptonio), 
moleculares (helio-cadmio), lfquidos ou solidos. 

Os citometros atuais podem ser equipados com dois ou 
mais lasers, o que aumenta a capacidade de analise multipa- 
rametrica, pois aumenta a diversidade de fluorocromos dis- 
ponfveis. Alguns citometros mais modernos podem detectar 
ate 17 cores diferentes. Pode ser medida a fluorescencia verde 
(FL1); a fluorescencia amarela (FL2); a fluorescencia laranja 
(FL3); a fluorescencia vermelha (FL4) e a fluorescencia roxa 
(FL5). 

E importante conhecer o comprimento de onda de exci- 
ta^ao de cada fluorocromo e de emissao do laser. O laser de 
fon argonio e o mais utilizado justamente por ter emissao a 
488 nm, capaz de excitar uma grande variedade de fluorocro- 
mos. Alem dos lasers, componentes eletronicos, computado- 
res e filtros opticos tem um papel essencial no funcionamento 
dos citometros de fluxo. A fun^ao de alguns filtros e absor- 
ver alguns comprimentos de onda e deixar passar a luz com o 
comprimento de onda que interessa. A qualidade de tais filtros 
e da maior importancia na citometria de fluxo. Deve-se sem- 
pre mante-los em otimo estado. 

A principal fun^ao de um citometro de fluxo detectar a fluo¬ 
rescencia. Atualmente, as palavras-chave para se definir um 
sistema ideal de detec^ao de fluorescencia sao sensibilidade 
e medidas multiparametricas. A sensibilidade significa que 
os reagentes e o aparelho devem permitir a obten^ao de uma 
rela^ao sinal/ruido (rea^ao espedfica/rea^ao inespecifica) ele- 
vada. As medidas multiparametricas correspondem a analise 
simultanea de varios marcadores diferentes empregando fluo¬ 
rocromos distintos, que podem ser quantificados independen- 
temente. Essas medidas permitem a correla^ao de marcadores 
biologicos multiplos em celulas individual. 

Separate de celulas ativadas por fluorescencia 

O separador de celulas ativadas por fluorescencia (FACS) 
e um citometro de fluxo que, alem de medir a intensidade da 
fluorescencia de cada celula marcada, separa as subpopula^oes 
de celulas com diferentes antfgenos de superffeie, marcados 


pelos anticorpos fluorescentes distintos, de acordo com sua 
fluorescencia caracterfstica. 

Nos ultimos anos, foi desenvolvido um numero muito 
grande de anticorpos monoclonais especificos para mole- 
culas de superffeie de celulas humanas. Esses anticorpos 
podem ser marcados com fluorocromos direta ou indire- 
tamente e ser empregados para caracterizar subpopula^oes 
de celulas. 

A separa 9 ao celular permite que subpopula^oes de celu¬ 
las ou particulas sejam separadas da amostra com alto grau 
de pureza, que pode chegar a 95% ou mais, sendo possivel o 
exame morfologico ou o emprego em ensaios funcionais ou 
outros, o que a torna um metodo util na pesquisa e no diag¬ 
nostico de muitas patologias, incluindo cancer e AIDS. 

A separa^ao de celulas pelo FACS pode apresentar 
limita^oes quando se deseja fazer separa^oes seriadas 
em um grande numero de celulas ou separa^ao de celu¬ 
las pouco frequentes. Nesses casos, pode-se combinar a 
tecnica de separa^ao de celulas ativadas por fluorescen¬ 
cia com outros metodos capazes de separar com rapidez 
grande numero de celulas. Exemplos dessas tecnicas sao 
filtra^ao por tamanho, separa^ao por densidade no Ficoll 
e separa^ao magnetica. A aplica^ao desses metodos de 
pre-enriquecimento apresenta varias vantagens: reduz o 
tempo de processamento da amostra; permite a diminui- 
9 ao do fluxo, aumentando a precisao e o rendimento da 
separa^ao devido a menor taxa de coincidencia, e facilita 
a identifica^ao de celulas por diminuir a quantidade das 
celulas predominantes e a sobreposi^ao com as pequenas 
populates. 

■ Ensaios multiparametricos 

Em geral, os testes sorologicos classicos permitem a medida 
de antigenos ou anticorpos individualmente. Porem, ha cir- 
cunstancias em que e desejavel medir mais de uma substancia 
em uma amostra biologica, e essa necessidade tende a aumen- 
tar com a heterogeneidade molecular e a complexidade dos 
sistemas biologicos. 

Paineis de testes frequentemente sao solicitados pelos clfni- 
cos como auxiliares ao diagnostico e no acompanhamento de 
doen^as em varias areas da Medicina. Exemplos desses paineis 
de testes incluem a analise simultanea de tiroxina e tirotro- 
pina (tireoide), lutropina, folitropina e prolactina (gonadas), 
vitamina B 12 e folato (hematopoese). No diagnostico de dis- 
fun^oes endocrinas, a necessidade de medir varios hormonios 
ou iso-horm6nios relacionados aumenta conforme os meca- 
nismos complexos de intera^ao entre os componentes do sis¬ 
tema endocrino sao elucidados. Do mesmo mo do, em outras 
areas da Medicina, como Virologia, Hematologia, Genetica 
e Alergologia, frequentemente e necessario medir uma serie 
de substancias diferentes ou identificar qual entre varias esta 
presente. Na pesquisa de antigenos ou anticorpos em doen- 
^as infecciosas ou autoimunes, na quantifica^ao de citocinas, 
no monitoramento de substancias terapeuticas ou de abuso e 
na pesquisa de marcadores tumorais tambem ha situates em 
que essa determina^ao simultanea e de grande importancia. 

Embora os paineis de testes sejam frequentemente solici¬ 
tados, ha laboratories cifnicos que, por nao disporem da tec- 
nologia necessaria, analisam as amostras separadamente para 
cada tipo de substancia. 

O desenvolvimento de metodos multiparametricos, 
que possibilitam a realiza^ao de multiplos ensaios, em um 
unico tubo, com a mesma amostra e ao mesmo tempo, tem 
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constituido um grande desafio. Esses sistemas sao especial- 
mente indicados para substancias que normalmente sao agru- 
padas em paineis e apresentam vantagens obvias, pois possibi- 
litam a simplifica^ao do trabalho e o aumento do desempenho 
dos testes, diminuem o tempo de rea^ao e dos volumes da 
amostra e dos reagentes, facilitando a distinqao de substancias 
que tern composi^ao molecular heterogenea ou isoformas e 
permitindo a redu^ao dos custos. 

Varios tipos de ensaios foram desenvolvidos na tentativa de 
conseguir um ensaio multiparametrico. As tentativas conven- 
cionais de ensaios multiparametricos tern como princlpio a 
combinaqao de dois, tres ou quatro imunoensaios diferentes no 
mesmo sistema de rea^ao, marcando o reagente de detec^ao de 
cada sistema com um marcador diferente. Por exemplo, foram 
desenvolvidos ensaios para a pesquisa de hormonios empregan- 
do-se como marcadores 125 I e 13 L I ou 125 I e 57 Co, que sao medidos 
independentemente. Do mesmo modo, tem sido desenvolvidos 
ensaios com marcadores enzimaticos, quimioluminescentes ou 
fluorescentes. Os lantanideos sao marcadores fluorescentes pro- 
missores, tendo sido utilizados europio, terbio, samario e dis- 
prosio, em fluorometria de tempo controlado, com diferentes 
comprimentos de onda, para a pesquisa de quatro substancias 
em ensaio unico. Entretanto, a dificuldade na obten^ao de com- 
bina^oes de marcadores, cujos sinais possam ser quantificados 
individualmente em uma mistura, tem mostrado, na pratica, 
que um numero limitado de imunoensaios simultaneos pode ser 
realizado utilizando-se o prindpio de marcadores diferentes. 

Assim, embora a ideia de medir multiplas substancias na 
mesma amostra date do inicio do radioimunoensaio, nos ulti- 
mos dez anos a pesquisa de novas metodologias para a reali- 
za^ao de ensaios multiparametricos tem se intensificado. 

Uma alternativa tem sido separar espacialmente as rea^oes 
individuais, permitindo a utilizaqao do mesmo marcador. Um 
exemplo dessa estrategia e o sistema descrito por Ekins etal. em 
1990, utilizando a separa^ao espacial de varios imunoensaios 
em uma sonda pequena e solida, com a obten 9 ao de um teste 
altamente sensivel, que emprega quantidades muito pequenas 
(10“ 13 mol/i) de anticorpos, os quais podem ser imobilizados 
em microareas de poucos pm 2 . Essa tecnologia miniaturizada 
possibilita a constru^ao de arranjos de microareas, cada uma 
contendo anticorpos de captura especificos para uma substan- 
cia diferente, e permitindo, em prindpio, a medida simultanea 
de milhares de substancias diferentes em um pequeno volume 
de amostra, como, por exemplo, uma unica gota de sangue. 
Utiliza um anticorpo de captura e um reagente de revela^ao 
marcados com dois fluoroforos diferentes. Quando a substan- 
cia em analise e uma macromolecula, o reagente de revela^ao 
pode ser um anticorpo marcado especifico para um segundo 
epitopo da substancia em analise, e, quando e um hapteno, 
pode ser a propria substancia, um analogo ou anticorpo anti- 
idiotipo marcados, que se Jigarao aos sitios nao ocupados do 
anticorpo de captura. A aplicabilidade desse modelo foi exem- 
plificada com o teste para tirotropina (TSH). O anticorpo 
de captura anti-TSH e marcado com vermelho de Texas e o 
anticorpo de revela^ao, com fluoresceina. A concentra^ao dos 
reagentes e escolhida de modo que a ocupa^ao parcial dos 
sitios do anticorpo de captura imobilizado seja dependente da 
concentra^ao de TSH. Uma estimativa do grau de ocupa^ao 
parcial e derivada da razao entre o sinal de fluorescdicia dos 
anticorpos de captura marcados e o sinal do conjugado ligado 
e e proporcional a concentraqao de TSH na amostra. A lei- 
tura dos sinais fluorescentes e feita em microscopio confocal 
de varredura a laser, com dispositivos para a medida de dois 
tipos de fluorescencia, e que permite a quantificaqao de sinais 


gerados em uma micro&rea inteira ou em partes de qualquer 
tamanho selecionado. Embora, teoricamente, um numero ili- 
mitado de substancias possa ser ensaiado empregando-se esse 
sistema, devido ao volume lixo da amostra, a otimiza^ao dos 
limites do ensaio para todas as substancias e mais dificil. 

Outra proposta de ensaio multiparametrico, descrita por 
Kakabakos et al. em 1992, baseia-se na sensibilizaqao de dis¬ 
cos de poliestireno com anticorpos monoclonais especificos. 
Esses discos sao colocados em tiras onde os ensaios sao rea- 
lizados. Os anticorpos monoclonais reagem com a substancia 
em analise e a imobilizam em uma area especifica enquanto 
outro anticorpo biotinilado reage com a substancia formando 
um “sanduicheApos a adi^ao de estreptavidina marcada com 
quelato de europio formam-se areas fluorescentes, cuja inten- 
sidade se relaciona com a quantidade de substancia presente 
na amostra. As dreas fluorescentes sao quantificadas na fase 
solida seca empregando-se fluorometria de tempo controlado. 
O ensaio e sensivel, preciso e exato. Esse sistema potencial- 
mente pode ser utilizado na Endocrinologia, em doenqas 
infecciosas, na Hematologia e na Oncologia. 

Areas reativas separadas espacialmente tambem podem ser 
conseguidas imobilizando-se diferentes antigenos em membra- 
nas adequadas com tecnicas de dot, atra^ao ou liga^ao quimica. 

Um imunoensaio multiparametrico pratico utiliza a nitro- 
celulose como fase solida, que contem distintas regioes cober- 
tas com varios antigenos de agentes infecciosos. Quando se 
adiciona o soro, os anticorpos especificos se ligam aos respec- 
tivos antigenos. Adiciona-se conjugado de peroxidase com 
anti-imunoglobulina humana e, apos, um substrata que da 
origem a um precipitado colorido. As regioes coloridas sao 
quantificadas por espectroscopia de reflectancia. 

Uma tecnologia para sintetizar e testar moleculas biologicas 
em um formato miniaturizado utiliza luz para dirigir a sintese 
quimica combinataria de biopolimeros em um suporte solido. 
A identidade e a localizaqao de cada biopolimero sao conhe- 
cidas e a sua intera^ao com um agente de liga^ao molecular 
pode ser medida. Esses chips podem ser utilizados em uma 
serie de ensaios multiparametricos, incluindo mapeamento de 
epitopos, desenvolvimento de analogo s quimicos e em biolo- 
gia molecular. 

Ha grande interesse em sistemas simples de imunoensaios 
nos quais a rea^ao antigeno-anticorpo e monitorada por um 
transdutor eletronico ou optico. Um cristal piezoeletrico fun- 
ciona como uma microbalan^a, e as mudan^as na massa devi- 
das a rea^ao antigeno-anticorpo na superficie do cristal pro- 
duzem diminui^ao na frequencia de ressonancia. 

Atualmente, existem duas plataformas principals em rela^ao 
aos testes multiparametricos: microarrays com proteinas liga- 
das (chips) e microarrays com microparticulas (suspensao). 

Microarranjos com proteinas Iigad as 

Microarranjos ( microarrays ) com proteinas ligadas sao sis¬ 
temas de ensaio altamente miniaturizados, em que as molecu¬ 
las de captura sao imobilizadas em micropontos (< 300 mm) 
de um suporte solido, com alta densidade < 2.000/cm 2 . A 
nanotecnologia tem permitido a produ^ao de nanoarrays de 
proteinas altamente densos (< 10 6 pontos/mm 2 ). Os reagentes 
de captura podem ser anticorpos monoclonais, ligantes nao 
proteicos (p. ex., aptameros) e proteinas que mimetizam anti¬ 
corpos (p. ex., affibodies). Os mais comumente utilizados sao 
os anticorpos. 

Essa tecnologia apresenta varias vantagens, pois, em prind¬ 
pio, milhares de proteinas podem ser detectadas em uma unica 
lamina, permitindo pesquisar simultaneamente a presenqa 
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de muitas proteinas diferentes com um consumo mmimo 
de amostra. Alem disso, podem ser produzidas centenas de 
copias de uma matriz, permitindo que as mesmas proteinas 
sejam testadas repetidamente com diferentes moleculas de 
diferentes amostras. 

Esses sistemas sao utilizados nao so para a detec^ao simul- 
tanea de multiplos alvos, mas tambem para a sua analise fun- 
cional. Ha varios sistemas disponiveis comercialmente para 
a pesquisa de marcadores tumorais, cardiacos, de doen^as 
autoimunes, de doen^as infecciosas. 

Microarranjos com microparticulas 

Nos microarranjos com microparticulas (beads), as mole¬ 
culas de captura sao imobilizadas em microesferas e as bio¬ 
moleculas sao detectadas principalmente pela citometria de 
fluxo. Representam, provavelmente, o formato mais utilizado 
na atualidade. 

De modo geral, para preparar o ensaio multiparametrico 
conjuntos individuals de microesferas sao conjugados com as 
moleculas-alvo necessarias para cada rea^ao. Moleculas-alvo 
podem ser antigenos, anticorpos, oligonucleotidios, recepto- 
res, peptidios, substratos de enzimas etc. Um reagente fluo- 
rescente, que pode ser oligonucleotidio, antigeno, anticorpo, 
receptor, e preparado para cada molecula-alvo. 

Sondas de antigenos ou anticorpos fluorescentes fornecem 
sinais especificos para cada rea^ao no ensaio multiparame¬ 
trico. 

O sistema apresenta varias vantagens para a analise de 
moleculas relevantes na Biologia e Medicina, incluindo ele- 
vada sensibilidade, precisao, rapidez, economia e grande 
capacidade analitica. Alem de reduzir o tempo do teste por 
realizar multiplos ensaios simultaneamente em vez de sequen- 
cialmente, a cinetica rapida das rea^oes que utilizam micro¬ 
esferas permite tempos de incuba^ao men ores. Os custos sao 
reduzidos tanto pelo tempo menor de rea^ao quanto pela 
utiliza^ao de menores quantidades de reagentes e de amos¬ 
tra. Permite a analise de intera^oes moleculares que podem 
ser realizadas apenas no formato multiparametrico, podendo 
ser aplicado virtualmente a qualquer ensaio que necessite de 
analise de intera^oes moleculares, incluindo pesquisa basica, 
diagnostico clinico, triagem e monitoramento de fdrmacos 
etc. A maioria desses ensaios, senao todos os ensaios para 
moleculas de interesse biologico, pode ser adaptada ao sis¬ 
tema, que tern sido empregado para realizar imunoensaios 
qualitativos e quantitative s de multiplas proteinas sericas em 
ensaios de captura e de competi^ao. 

Recentemente, uma serie de imunoensaios multiplex de 
fluxo (MFI) foi descrita para a avalia^ao sorologica de varias 
doen^as infecciosas. Ess a abordagem e semelhante ao enzi- 
maimunoensaio tradicional, mas permite a detec^ao e iden- 
tifica^ao simultanea de multiplas biomoleculas em um unico 
ensaio. Essa tecnologia utiliza como matriz uma suspensao 
liquida de ate 100 microesferas (de poliestireno ou magneticas) 
diferentes (5 a 6 pm), cada uma conjugada com uma molecula 
de captura diferente. Cada biomolecula e detectada e quan- 
tificada apos a adi^ao de uma sonda marcada por fluoroforo 
(p. ex., ficoeritrina), cuja emissao e medida por um detector 
de fluxo. Esse sistema foi validado para a pesquisa de IgM e 
IgG na detec^ao de infec^oes congenitas por Toxoplasma gon¬ 
dii, virus da rubeola e citomegalovirus (ToRC); na detec^ao de 
infec^oes pelo virus Epstein-Barr e pelos herpes-virus simples 
(HSV-l e HSV-2); na detec^ao de autoanticorpos em doen^as 
autoimunes e em varios outros imunoensaios. 


No sistema MAP® (Multianalyte Profiling) sao utilizadas 
particulas de poliestireno ou magneticas, incorporando dois 
fluoroforos em 100 diferentes propor^oes. Varias moleculas 
podem ser ligadas a superficie da particula. Sao utilizados dois 
lasers. O primeiro laser (vermelho) excita o fluoroforo interno 
e identifica a biomolecula pesquisada. O segundo laser (verde) 
excita o fluoroforo (ficoeritrina) da sonda e permite a quanti- 
fica^ao. Em geral, as particulas apresentam uma grande super¬ 
ficie de analise (em torno de 10 6 moleculas de captura por 
particula). Entretanto, nos imunoensaios, o numero de alvos 
simultaneos e menor. No sistema FlexMAP 3D® foi colocado 
um terceiro laser, que teoricamente possibilita a detec^ao de 
500 biomoleculas. 

Outro sistema que utiliza a plataforma de citometria de 
fluxo e realizado na superficie de microesferas de poliesti¬ 
reno marcadas internamente com quantidades diferentes de 
fluoroforo. Anticorpos de captura revestem a superficie das 
microesferas. Imunoensaios separados podem ser realizados 
simultaneamente em cada tipo de microesfera. No ensaio de 
‘ sanduiche”, por exemplo, o antigeno na amostra e capturado 
pelo anticorpo da microesfera e detectado por meio de anti¬ 
corpos biotinilados. Apos a adi^ao de estreptavidina marcada 
com outro fluoroforo (que emite luz em comprimento de onda 
diferente do fluoroforo da microesfera), e gerado um sinal. 
Com a utiliza^ao de microesferas de diferentes tamanhos, 
aumenta-se o numero biomoleculas que podem ser detecta¬ 
das. Tambem podem ser realizados ensaios de competi^ao 
incorporando-se um antigeno marcado pelo fluoroforo, que 
competira com o antigeno da amostra testada pela liga^ao ao 
anticorpo de captura. A plataforma foi validada para citocinas, 
marcadores de inflama^ao, proteinas intracelulares de choque 
termico, proteinas de sinaliza^ao celular. 

Agradedmentos 

A Andre Arroyo Ruiz e Sandra do Lago Moraes, por terem 
colaborado na elabora^ao das figuras. 

► Bibliografia 

- Introduce 

Barrett JT. Textbook of immunology - An introduction to immunochemistry 
and immunobiology* 5* ed. St Louis: CY Mosby* 1988, p* 191-214. 

C banning Rodgers RR Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies. In: Stites DE Terr AI, Parslow TG (eds*)* Basic & clinical immu¬ 
nology. 8. ed* New Jersey* Prentice-Hall International, 1994. p* 151-194. 
Kricka L* Selected strategies for improving sensitivity and reliability of immu¬ 
noassays. Clin Chem, 1994; 40:347-357* 

Rabin BS. Introduction* In: Rose NR, Macario EC de, Fahey JL et at Manual 
of clinical laboratory immunology. 4. ed. Washington, American Society 
for Microbiology, 1992, p* 1* 

Rose NR S Friedman H, Fahey JL* Manual of clinical laboratory immunology. 

3. ed. Washington, American Society for Microbiology, 1986. 

Stenman U-H* Quantification of antigens* In: Herzenberg LA, Weir DM, 
Herzenberg LA et al. (eds.). Weir’s handbook of experimental immunol¬ 
ogy - Immunochemistry and molecular immunology. 5. ed* Cambridge, 
Massachusetts, Blackwell Science, 1996. v.L, p* 45.1-45*7* 

Voller A. Immunoassays for tropical parasitic Infections. Trans Roy Soc Trop 
Med Hyg, 1993;87:497-498* 

- Precipitate 

Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS. Cellular and molecular immunology* 3* ed* 
Philadelphia: W*B. Saunders, 1997* p. 38-65* 

Arquembourg PC. Immunoelectrophoresis - Theory, methods, Identification, 
Interpretation. 2* ed. Basel: S. Karger AG, 1975* p. 1-10. 


Capftulo 2 Testes Sorologicos 


49 


Caron J Penn GM. Electrophoretic and immunochemical characterization 
of immunoglobulins* In: Rose NR, Macario EC de, Eahey JL et al. (eds.)* 
Manual of clinical laboratory immunology. 4* ed, Washington: American 
Society for Microbiology, 1992. p. 84-95. 

Charming Rodgers RR Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies* In: Stites DP, Terr Al, Parslow TG (ed)* Basic & clinical immu¬ 
nology. 8. ed. New Jersey: Prentice-Hall International, 1994. p* 151-194. 

Check Ij, Piper M, Papadea C* Immunoglobulin quantitation. In: Rose NR 3 
Macario EC de s Eahey JL et al. (eds*). Manual of clinical laboratory im¬ 
munology. 4. ed. Washington: American Society for Microbiology, 1992* 
p. 71-83* 

Dunbar BS. Two-dimensional electrophoresis and immunological techniques* 
New York: Plenum Press, 1988. 

Eukasawa LO, Salgado MM, Gonsalves MG et al* Limita^oes no uso da tecnica 
de contraimunoeletroforese (CIE) para o diagnostic© das meningites cau- 
sadas por Haemophilus influenzae tipo b* Boletim Epidemiologico Paulista 
2010; 7{76):4-12* 

James K* Immunoserology of Infectious Diseases. Clin Microbiol Rev 1990; 
3:132-152. 

Johnson AM* Immunoprecipitation in gels. In: Rose NR, Friedman H, Eahey 
JL (ed). Manual of clinical laboratory immunology. 3. ed* Washington, 
American Society for Microbiology, 1986. p. 14-24* 

Jorgenson JW, Lukacs KD* Free-zone electrophoresis in glass capillaries* Clin 
Chem 1981; 27{9):1551-1553* 

Jorgenson JW, Lukacs KD. Capillary zone electrophoresis. Science 1983; 
222:266-272* 

Kelly RH, Vertosick Jr FT. Electrophoretic analysis of proteins* In: Rose NR, Ma¬ 
cario EC de, Fahey JL et al. (ed). Manual of clinical laboratory immunology. 
4* ed* Washington, American Society for Microbiology, 1992* p* 18-26* 

Koivunen ME, Krogsrud RL. Principles of immunochemical techniques used 
In clinical laboratories. Labmedicine 2006; 37:490-497* 

Martinez R, Vitalii LH, Henriques JHS et al. Inquerito soroepidemiologico para 
Infecqoes por fungos causadores de micoses sistemicas na Reserva Indige- 
na Xacriaba, Estado de Minas Gerais* Revista da Sociedade Brasileira de 
Medicina Tropical 2002; 35:347-350. 

Moser AC, Hage DS. Capillary electrophoresis-based immunoassays: principles 
and quantitative applications* Electrophoresis 2008; 29:3279-95. 

Ouchterlony 0, Nilsson LA* Immunodiffusion and immunoelectrophoresis* In: 
Weir DM, Herzenberg LA (eds*). Handbook of experimental immunology 
- Immunochemistry. 4. ed* Oxford: Blackwell, 1986. v.L p* 32.1-32*50. 

Rocco RM* Landmark papers in clinical chemistry. Amsterdam: Elsevier, 2006* 
504 p* 

Tavares MFM* Eletroforese capilar: concertos basicos* Quimica Nova 
1996;19:173-181* 

Tavares MFM. Mecanismos de separate em eletroforese capilar. Quimica Nova 
1997; 20:493-51 L 

Vesterberg O. A short history of eletrophoretic methods. Electrophoresis 1993; 
13:1243-1249. 

Wild D* The Immunoassay handbook* 3* ed* Amsterdam: Elsevier, 2006* 

Zacharias C {2009, January 18). Capillary electrophoresis. SciTopics* Disponi- 
vel em: http://www.scrtopics.com/CapiUary_ElectrGphGresis.htrnL Acesso 
em: 14 out* 2012* 

- Aglutinagao 

Channing Rodgers RP* Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies* In: Stites DP, Terr Al, Parslow TG (eds). Basic 8f clinical immu¬ 
nology. 8. ed. New Jersey: Prentice-Hall International, 1994. p* 151-194. 

Galvin JP. Particle-enhanced immunoassays. In: Rose NR, Friedman H, Fahey 
JL (eds.)* Manual of clinical laboratory immunology* 3. ed. Washington: 
American Society for Microbiology, 1986. p. 38-42* 

Hebert WJ* Passive haemagglutination with special reference to tanned cell 
technique. In: Weir DM (ed*). Handbook of experimental immunology - 
Immunochemistry* 2* ed. Philadelphia: Blackwell Scientific Publications, 
1973* v* l*p. 20*1-20.20* 

James K* Immunoserology of Infectious Diseases* Clin Microbiol Rev 1990; 
3:132-152. 

Koivunen ME, Krogsrud RL. Principles of immunochemical techniques used 
in clinical laboratories. Labmedicine 2006; 37:490-497* 

Nichols WS, Nakamura RM. Agglutination and agglutination inhibition assays* 
In: Rose NR, Friedman H, Fahey JL (eds*). Manual of clinical laboratory 
immunology. 3. ed. Washington: American Society for Microbiology, 1986* 
p. 49-56* 

Pollack W, Hager HJ, Reckel R et al. A study of the forces involved in the second 
stage of haemagglutination* Transfusion (Philadelphia) 1965; 5:158-183. 

Pollack W, Reckel RP. A reappraisal of the forces involved in hemagglutination* 
Int Archs Allergy Appl Immun 1977; 54:29-42. 


Williams CA, Chase MW* Methods in immunology and Immunochemistry. 
New York: Academic Press, 1977. v* 4 p* 1-90. 

- Ensaios liticos 

Almeida JO, Fife EH. Metodos de fijaddn del complemento estandarizado 
cuantitativamente para la evaluacion critica de antigenos preparados con 
Trypanosoma cruzL Organization Panamericana de la Salud, Comunicacion 
cientifica 319, 1976* 

Channing Rodgers RP. Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies* In: Stites DP, Terr Al, Parslow TG (eds.). Basic & clinical Immu¬ 
nology* 8* ed. New Jersey: Prentice-Hall International, 1994. p* 151-194* 

Hardy RR. Complement fixation by monoclonal antibody-antigen complexes. 
In: Weir DM, Herzenberg LA (eds.). Handbook of experimental immunolo¬ 
gy - Immunochemistry* 4* ed. Oxford: Blackwell, 1986. v.l, p. 40*1-40.12. 

James K* Immunoserology of infectious diseases* Clin Microbiol Rev 1990; 
3:132-152. 

Levine L. Microcomplement fixation. In: Weir, DM, ed. Handbook of experi¬ 
mental immunology - Immunochemistry* 2. ed. Philadelphia: Blackwell 
Scientific Publications, 1973. v. L p* 22.1-22*8. 

Palmer DF, Whaley SD. Complement fixation test* In: Rose NR, Friedman H, 
Fahey JL (eds*). Manual of clinical laboratory Immunology. 3* ed. Wash¬ 
ington: American Society for Microbiology, 1986. p* 57-66* 

Williams CA, Chase MW* Methods in Immunology and immunochemistry. 
New York: Academic Press, 1977, v* 4. p. 137-166* 

- Imunofluorescencia 

Barrett JT* Textbook of Immunology - An Introduction to immunochemistry 
and immunobiology. 5. ed* St Louis, CV Mosby, 1988* p. 191-214. 

Camargo ME* Introduce as tecnicas de imunofluorescencia. Rev Bras Patol 
Clin 1974; 10:57-71. 

Camargo ME* Introduce as tecnicas de imunofluorescencia. Rev Bras Patol 
Clin 1974; 10:87-107. 

Camargo ME* Introdu^ao as tecnicas de imunofluorescencia. Rev Bras Patol 
Clin 1974; 10:143-171* 

Channing Rodgers RP. Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies* In: Stites DP, Terr Al, Parslow TG (eds.)* Basic & clinical immu¬ 
nology* 8* ed. New Jersey: Prentice-Hall International, 1994. p* 151-194* 

Eakin RE, Snell EE, Williams RJ. A constituent of raw egg white capable of 
Inactivating biotin in vitro. J Biol Chem 1940; 136:801-802* 

Eakin RE, Snell EE, Williams RJ. The concentration and assay of avidin, the In- 
jury-producing protein in raw egg white* J Biol Chem 1941; 140:535-543. 

Green NM* Avidin. 1* The use of 14 C biotin for kinetics studies and for assay. 
Biochem J 1963; 89:585-586* 

Holmberg A, Blomstergren A, Nord O et al. The biotin-streptavidin interaction 
can be reversibly broken using water at elevated temperatures. Electro¬ 
phoresis 2005; 26:501-510* 

Hsu SM, Raine L, Fanger H* Use of avidm-biotm-peroxidase complex (ABC) in 
immunoperoxidase techniques: a comparison between ABC and unlabelled 
antibody (PAP) procedures* J Histochem Cytochem 1981; 29:577, 

James K* Immunoserology of infectious diseases* Clin Microbiol Rev 1990; 
3:132-152. 

Johnson GD, Holborow EJ. Immunofluorescence. In: Weir DM (ed)* Handbook 
of experimental immunology - Immunochemistry* 2. ed. Philadelphia: 
Blackwell Scientific Publications, 1973; v* 1, p. 18*1-18.20* 

Johnson GD, Holborow EJ* Preparation and use of fluorochrome conjugates. In: 
Weir DM, Herzenberg LA (ed.)* Handbook of experimental immunology - 
Immunochemistry, 4. ed* Oxford: Blackwell, 1986* v.l, p* 28.1-28*21. 

Koivunen ME, Krogsrud RL* Principles of immunochemical techniques used 
In clinical laboratories* Labmedicine 2006; 37:490-497. 

Kresge N, Simoni RD, Hill RL* The discovery of avidin by Esmond E* Snell, j 
Biol Chem 2004; 279:e5-e6. 

Pryzwansky KB. Applications of double-label Immunofluorescence. In: Bul¬ 
lock GR, Petrusz P (eds*)* Techniques in Immunocytochemistry. London: 
Academic Press Limited, 1989; v* 1, p, 77-89. 

Savage D, Mattson G, Desai S et al Avldin-blotln chemistry: A Handbook. 
Rockford, IL: Pierce Chemical Company, 1992* p* 1-23. 

Valenzuela R, Deodhar SD* Tissue immunofluorescence, In: Rose NR, Macario 
EC de, Fahey JL et al (eds*)* Manual of clinical laboratory immunology. 4. 
ed* Washington: American Society for Microbiology, 1992; p* 270-272. 

Wilbur DS, Hamlin DK, Sanderson J, Lin Y. Streptavidin in antibody pretar¬ 
geting. 4. Site-directed mutation provides evidence that both arginine and 
lysine residues are involved in kidney localization* Bioconjugate Chem 
2004; 15:1454-1463. 


50 


Diagnostic® Laboratory I 


- Tecnicas com marcadores radioativos 

Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS* Cellular and molecular immunology* 3. ed. 

Philadelphia: W.B. Saunders, 1997* p. 38-65* 

Barrett JT. Textbook of Immunology - An introduction to Immunochemistry 
and immunobiology. 5. ed. St Louis: CV Mosby, 1988* p. 191-214. 

Bolton AE, Hunter WM, Radioimmunoassay and related methods* In: Weir DM, 
Herzenberg LA (eds*). Handbook of experimental immunology - Immu¬ 
nochemistry* 4* ed* Oxford: Blackwell, 1986; v.l* p* 26.1-26*56. 

Bozzola JJ, Russell LD* Electron microscopy* Sudbury, Massachusetts: Jones 
and Bartlett Publishers, 1992; p. 262-276* 

Channing Rodgers RP. Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies. In: Stites DP* Terr A I, Parslow TG (eds*). Basic & clinical immu¬ 
nology* 8* ed* New Jersey: Prentice-Hall International, 1994; p. 151-194* 
Dunbar BS* Two-dimensional electrophoresis and immunological techniques. 

New York* Plenum Press, 1988; p. 117-122. 

Hunter WM* Radioimmunoassay* In: Weir DM (ed)* Handbook of experimental 
immunology - Immunochemistry. 2* ed* Philadelphia, Blackwell Scientific 
Publications* 1973; v. 1* p* 17.1-17*36. 

Larsen J* Odell WD* General principles of radioimmunoassay. In: Rose NR* 
Friedman H, Fahey JL (eds*). Manual of clinical laboratory Immunology. 3* 
ed. Washington, American Society for Microbiology, 1986; p. 110-115* 
Laskey RA. Radioisotope detection using X-ray film. In: Slater RJ (ed). Ra¬ 
dioisotopes in biology - A practical approach* Oxford: Oxford University 
Press* 1993; p* 87-107* 

Laskey RA* Radiometric methods for detection In blots* In: Dunbar BS (ed*). 
Protein blotting - A practical approach. Oxford: Oxford University Press* 
1994; p. 121-132. 

Miles LEM* Hales CN* Labelled antibodies and Immunological assay Systems, 
Nature 1968; 219:186-189. 

Newby CJ* Hayakawa K* Herzenberg LA* Solid-phase radioimmune assays. In: 
Weir DM, Herzenberg LA (ed)* Handbook of experimental immunology ~ 
Immunochemistry. 4. ed. Oxford* Blackwell* 1986; v*l, p. 34*1-34.8. 

- Tecnicas imunoenzimaticas 

Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS* Cellular and molecular immunology* 3* ed. 

Philadelphia: W.B. Saunders, 1997; p. 38-65* 

Barrett JT* Textbook of immunology - An introduction to Immunochemistry 
and immunobiology. 5. ed. St* Louis: CV Mosby* 1988; p. 191-214. 
Boorsma DM* Conjugation methods and blotlna-avldin systems* In: Bullock 
GR, Petrusz P (eds.)* Techniques in Immunocytochemistry. London: Aca¬ 
demic Press Limited* 1990; v* 2, p. 155-174* 

Bullock SL* Walls KW* Evaluation of some parameters of the enzyme-linked 
Immunospecific assay. J Infect Dis 1977; 136 {suppl*):279-285* 

Burns J* The unlabelled antibody peroxidase-antiperoxidase method (PAP). 
In: Bullock GR, Petrusz P (eds.)* Techniques in Immunocytochemistry* 
London: Academic Press Limited* 1989; v. 1, p* 91-105. 

Carpenter AB. Enzyme-Linked Immunoassays* In: Rose NR, Macario EC de* 
Fahey JL et al (ed*)* Manual of clinical laboratory Immunology. 4* ed. 
Washington: American Society for Microbiology, 1992; p. 2-9. 

Channing Rodgers RP. Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies* In: Stites DP* Terr Al, Parslow TG (eds*). Basic 8c clinical immu¬ 
nology* 8* ed* New Jersey: Prentice-Hall International, 1994; p. 151-194* 
Crowther JR* Basic principles of ELISA. Methods Mol Biol 1995; 42: 35-61* 
Dunbar BS. Two-dimensional electrophoresis and immunological techniques. 
New York; Plenum Press, 1988. 

Dunbar BS (ed*). Protein blotting - A practical approach* Oxford: Oxford Uni¬ 
versity Press, 1994. 

ELISA technical guide and protocols. TECH TIP 65* Disponivel em: http;//www. 

piercenet.com/files/TR0065-ELISA-guide*pdf* Acesso em: 20 set. 2012* 
Engvall E, Carlsson HE. Enzyme-linked Immunosorbent assay* ELISA* First 
International Symposium on Immunoenzymatic Techniques* INSERM 
Symposium n Q 2: 135-147. Amsterdam: North-Holland Publishing Com¬ 
pany, 1976. 

Engvall E* Perlmann P* Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). Quan¬ 
titative assay of immunoglobulin G. Immunochemistry 1971; 8:871-874* 
Espinoza CG, Livingstone SK* Azar H. Immunohistochemistry In surgical pa¬ 
thology: principles* methods, and quality control. In: Rose NR* Macario EC 
de* Fahey JL et al (ed)* Manual of Clinical laboratory immunology. 4* ed. 
Washington: American Society for Microbiology, 1992; p. 277-281. 

Garfin DE* Immunoblotting. In: Rose NR, Macario EC de* Fahey JL et al. (ed). 
Manual of clinical laboratory immunology* 4. ed* Washington: American 
Society for Microbiology, 1992; p. 47-51. 

Gibbs J. Effective blocking procedures* ELISA technical bulletin 2001; 3:1-6. 
Disponivel em: http://catalog2.corning.com/lifesciences/media/pdf/elisa3. 
pdf* Acesso em: 16 jan* 2012* 


Gibbs J* Immobilization principles - Selecting the surface - ELISA technical 
bulletin. 2001; 1:1-8* Disponivel em; http://catalog2.corning.com/lifescien- 
ces/media/pdf/ellsal*pdf* Acesso em: 16 jan. 2012. 

Gibbs J. Optimizing the immobilization of protein and other biomole¬ 
cules. ELISA technical bulletin 2001; 2:1-8. Disponivel em; http:// 
catalog2.corning.com/lIfesciences/media/pdf/elisa2.pdf. Acesso em: 
16jan. 2012. 

Gibbs J* Optimizing the separation step on 96 well plates* ELISA technical bul¬ 
letin 2001; 4:1-5. Disponivel em: http://catalog2*corning*com/lifesciences/ 
media/pdf/elisa4.pdf. Acesso em: 16 jan. 2012. 

Gibbs J* Selecting the detection system - Colorimetric, fluorescent, lumines¬ 
cent methods* ELISA technical bulletin 2001; 5:1-14* Disponivel em: ht- 
tp;//catalog2.corning.com/lifesciences/media/pdf/elisa5.pdf. Acesso em: 
16 jan* 2012. 

James K. Immunoserology of Infectious diseases. Clin Microbiol Rev 1990; 
3:132-152. 

Koivunen ME* Krogsrud RL. Principles of immunochemical techniques used 
in clinical laboratories. Labmedicine 2006; 37:490-497. 

Kurstak E* Enzyme immunodiagnosls* Orlando; Academic Press* 1986. 

Kurstak E. Progress in enzyme immunoassays: production of reagents, ex¬ 
perimental design* and interpolation. World Health Organization. 1985; 
63:793-811* 

Lequin RM. Enzyme immunoassay (ElA)/Enzyme-liriked immunosorbent 
assay (ELISA)* Clinical Chemistry 2005; 51:2415-2418* 

Mason DY* Double immuno enzymatic labelling. In: Bullock GR* Petrusz P (ed)* 
Techniques In immunocytochemistry* London: Academic Press Limited, 
1989; v* l*p* 135-153* 

Nakamura RM, Voller A, Bidwell DE. Enzyme immunoassays: heterogeneous 
and homogeneous systems* In: Weir DM, Herzenberg LA (eds*). Handbook 
of experimental immunology Immunochemistry. 4* ed. Oxford: Blackwell, 
1986; v*l*p* 27.1-27*20. 

Nakane PK. Simultaneous localization of multiple tissue antigens using the 
peroxidase-labelled antibody method: a study on pituitary glands of the 
rat. J His to die m Cytochem 1968; 16:557-560. 

O’Kennedy R, Byrne M* OTagain C et al. A Review of enzyme-Immunoassay 
and a description of a competitive enzyme-linked immunosorbent assay 
for the detection of immunoglobulin concentrations* Biochemical Educa¬ 
tion 1990; 18:136-141* 

Rubenstein KE. Homogeneous enzyme immunoassay today* Scand J Immunol 
1978; 8(suppl* 7):57-62* 

Seppala IJT* Makela O. Quantification of antibodies. In: Herzenberg LA* Weir 
DM* Herzenberg LA* Blackwell C (eds*)* Weir s handbook of experimental 
Immunology-’ Immunochemistry and molecular immunology* 5. ed* Cam¬ 
bridge; Massachusetts* Blackwell Science, 1996; v*l* p* 44.1-44*5* 

Stenman U-H* Quantification of antigens* In: Herzenberg LA, Weir DM, 
Herzenberg LA et al. (eds*). Weirs handbook of experimental immunol¬ 
ogy - Immunochemistry and molecular immunology* 5. ed. Cambridge: 
Massachusetts* Blackwell Science, 1996; v.l* p* 45.1-45*7. 

Voller A. Immunoassays for tropical parasitic Infections. Trans Roy Soc Trop 
Med Hyg 1993; 87:497-498. 

Voller A, Bidwell D* Enzyme-linked Immunosorbent assay* In: Rose NR, Frie¬ 
dman H, Fahey JL (eds.)* Manual of clinical laboratory immunology. 3. ed* 
Washington: American Society for Microbiology* 1986; p* 99-109* 

Wisdom GB. Enzyme-immunoassay* Review. Clin Chem 1976; 22:1243- 
1255* 

- Ensaios quimioluminescentes 

Almeida IC, Covas DT, Soussumi LM et al* A highly sensitive and specific 
chemiluminescent enzyme-linked immunosorbent assay for the diagnosis 
of active Trypanosoma cruzi infection* Transfusion 1997; 37: 850-857* 

Arakawa H, Tsuji A* Maeda M. Chemiluminescent assay of (3-D-gaIactosidase 
based on indole luminescence. J Biolumin Chemilumin 1998; 13:349- 
354. 

Duan CF, Yu YQ, Cui H* Gold nanoparticle-based immunoassay by using non¬ 
stripping chemiluminescence detection. Analyst 2008; 133:1250-1255* 

Fan A* Lau C* Lu, J. Magnetic bead-based chemiluminescent metal Immuno¬ 
assay with a colloidal gold label* Anal Chem 2005; 77:3238-42. 

Fan A, Cao Z* Li H et aL Chemiluminescence Platforms In Immunoassay and 
DNA Analyses. Review. Analytical Sciences 2009; 25:587-597. 

Gibbs J* Selecting the detection system - Colorimetric* fluorescent, lumi¬ 
nescent methods. ELISA technical bulletin 2001; 5:1-14* Disponivel em: 
http://catalog2.corning*com/lifesciences/media/pdf/elisa5*pdf* Acesso em: 
16 jan* 2012* 

Hage DS. Immunoassays. Analytical Chemistry 1993; 65:420R-424R. 

Hawker CD* Laboratory automation: Total and subtotal. Clin Lab Med 2007; 
27: 749-770* 


Capftulo 2 Testes Sorologicos 


51 


Huang D, Amero SA* Measurement of antigen enhanced chemiluminescent 
Western blot BioTechniques 1997; 22:454-458* 

Kam K-L, Hsieh K-H* Comparison of three in vitro assays for serum IgE skin 
testing in asthmatic children. Ann. Allergy 1994; 73:329-336* 

Koivunen ME, Krogsrud RL, Principles of Immunochemical techniques used 
In clinical laboratories. Labmedicine 2006; 37:490-497* 

Kricka L* Selected Strategies for Improving sensitivity and Reliability of immu¬ 
noassays. Clin Chem 1994; 40:347-357* 

Kricka LJ* Chemiluminescent and bioluminescent techniques. Clin Chem 1991; 
37:1472-1481. 

Kricka LJ. Ultrasensitive immunoassay techniques. Clin Biochem 1994; 26:325- 
331. 

Mattson DL, Bellehumeur TG. Comparison of three chemiluminescent hor¬ 
seradish peroxidase substrates for immunoblotting. Anal Biochem 1996; 
240:306-308. 

Nickless GG, Thorpe GH, Kricka LJ et al. A rapid chemiluminescent enzy¬ 
me-linked immunosorbent assay for cytomegalovirus immunoglobulin G 
antibodies using instant photographic film* J Virol Methods 1985; 12:313- 
321. 

Noya O, Alarcon DE Noya B* The multiple antigen blot assay (MABA): a sim¬ 
ple Immunoenzymatlc technique for simultaneous screening of multiple 
antigens* Immunol Lett 1998; 63:53-56. 

Sandhu GS, EckloffBW, Kline BC. Chemiluminescent substrates increase sen¬ 
sitivity of antigen detection in Western blots* BioTechniques 1991; 11:14- 
16* 

Thermo Fisher Scientific. ELISA technical guide and protocols. TECH TIP 65* 
Disponivel em: http://www.piercenet,com/files/TR0065-ELISA-guide*pdf* 
Acesso em: 20 set. 2012* 

Whitehead TP, Kricka LJ, Carter JN etal Analytical luminescence: Its potential 
in the clinical laboratory. Clin Chem 1979; 25:1531-1546* 

Yakunin AF, Hallenbeck PC. A luminol/iodophenol chemiluminescent detec¬ 
tion system for western Immunoblots. Anal Biochem 1998; 258:146-149. 

- Microscopia imunoeletronica 

Anders GA, Hsu KC, Seegal BC. Immunological techniques for the identi¬ 
fication of antigens or antibodies by electron microscopy* In: Weir DM, 
Herzenberg LA (ed.)* Handbook of experimental Immunology - Immu- 
nochemistry. 4. ed. Oxford: Blackwell, 1986; v*l,p 35*1-35.51* 

Barrett JT. Textbook of immunology - An introduction to immunochemistry 
and immunobiology* 5* ed* St. Louis: CV Mosby, 1988; p* 191-214* 
Bozzola JJ, Russell LD. Electron microscopy. Sudbury, Massachusetts: Jones 
and Bartlett Publishers, 1992; p* 252-261. 

Burkholder PM. Electron microscopy techniques for laboratory medicine. In: Rose 
NR, Macario EC de, Fahey JL et al (eds*)* Manual of clinical laboratory immunol¬ 
ogy. 4. ed* Washington: American Society for Microbiology, 1992; p* 273-276. 
Channing Rodgers RP* Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies. In: Stites DP, Terr Al, Parslow TG (eds*)* Basic & clinical immu¬ 
nology 8* ed. New Jersey: Prentice-Hall International, 1994; p* 151-194* 
Galleti SR. Introdu^ao a microscopia eletronica. Biologico 2003; 65: 33-35* 
Hartman AL, Nakane PK. Immunological methods in scanning electron micros¬ 
copy using peroxidase* In: Bullock GR, Petrusz P (eds*). Techniques in immu- 
nocytochemistry. London: Academic Press Limited, 1990; v* 2, p* 103-116. 
Horisberger M* The gold method as applied to lectin cytochemistry in transmis¬ 
sion and scanning electron microscopy In: Bullock GR, Petrusz P (eds.). 
Techniques in immunocytochemistry. London: Academic Press Limited, 
1989; v* 3, p. 155-178. 

Molday RS. Labelling of cell surface antigens for SEM* In: Bullock GR, Petrusz 
P (ed). Techniques in immunocytochemistry* London: Academic Press 
Limited, 1990; v. 2, p. 117-154* 

Grdronneau P* Post-embedding unlabelled antibody techniques for electron 
microscopy. In: Bullock GR, Petrusz P (eds.). Techniques In Immunocyto- 
chemistry. London: Academic Press Limited, 1989; v* 1, p. 269-281* 

Roth J. The colloidal gold marker system for light and electron microscopic 
cytochemistry. In: Bullock GR, Petrusz P (eds.). Techniques In immunocy¬ 
tochemistry. London: Academic Press Limited, 1990; v* 2, p. 218-284. 
Roth J* The protein A-gold (pAg) technique* A qualitative and quantitative 
approach for antigen localisation of thin sections. In: Bullock GR, Petrusz 
P (eds,). Techniques in Immunocytochemistry. London: Academic Press 
Limited, 1989, v. 1, p. 108-133* 

Waele MDE, Mey JDE, Moeremans M et al. Immunogold staining method for 
the detection of cell surface antigens with monoclonal antibodies* In: Bul¬ 
lock GR, Petrusz P (eds*). Techniques in immunocytochemistry* London: 
Academic Press Limited, 1990; v. 2, p* 2-24. 

Warhol MJ. Immunoelectron microscopy in diagnostic pathology. In: De Lellis 
RA (ed*)* Advances in immunohistochemistry. New York: Raven Press, 
1988; p. 67-90* 


- Ensaios imunocromatograficos 

Ende J, Van D, Vervoort T et al* Evaluation of two tests on the detection of his¬ 
tidine rich protein 2 for the diagnosis of Imported Plasmodium falciparum 
malaria. Trans R Soc Trop Med Hyg 1998; 92:285-288. 

Facer CA* Rapid malaria diagnosis: an update* In: Spencer RC, Wright EP, 
Newsom SWB (eds.). Rapid methods and automation in microbiology and 
Immunology* Andover: Intercept, 1994; p. 129-143. 

John SM, Sudarsanam A, SItaram U. Evaluation of OptiMAL 1M , a dipstick test 
for the diagnosis of malaria* Ann Trop Med Parasitol 1998; 92:621-622* 
Kilian AHD, Mughusu EB, Kabagambe G, Sonnenburg F. VON* Comparison of 
two rapid, HPR2-based diagnostic tests for Plasmodium falciparum. Trans 
R Soc Trop Med Hyg, 1997; 91:666-667* 

Koivunen ME, Krogsrud RL* Principles of immunochemical techniques used 
In clinical laboratories* Labmedicine 2006; 37:490-497. 

Piper R, Lebras J, Wentworth L et al* Immunocapture diagnostic assays for 
malaria using Plasmodium lactate dehidrogenase (plDH). Am J Trop Med 
Hyg 1999; 60:109-118* 

Singh N, Valecha N, Sharma VP* Malaria diagnosis by field workers using an im- 
munochromatographic test* Trans R Soc Trop Med Hyg 1997; 91:396-397. 
Snowden KF* Dipstick methods for diagnosis of parasitic diseases. In: Spencer 
RC, Wright EP, Newsom SWB (eds.)* Rapid methods and automation in 
Microbiology and Immunology* Andover: Intercept, 1994; p* 145-149. 
Uguen C, Rabodonirina M, De Pina J-J et al. ParaSIghU-F rapid manual di¬ 
agnostic test of Plasmodium falciparum infection* Bull World Health Org 
1995; 73:643-649. 

World Health Organization* Malaria Rapid Diagnostic Test. Performance* Results 
of WHO product testing of malaria RDTs: Round 3 (2010-2011), 2011b* 
World Health Organization* WHO Global Malaria Programme. Good practices 
for selecting and procuring rapid diagnostic tests for malaria, 201 la* 

- Tecnicas empregadas na automate 

Bock JL. The new era of automated immunoassay* Am J Clin Pathol 2000; 
113:628-646* 

Hawker CD. Laboratory automation: Total and subtotal* Clin Lab Med 2007; 
27:749-770. 

Yarnall M* Automation of immunoassays* In: Shan G. Immunoassays in agri¬ 
cultural biotechnology* Hoboken: John Wiley, 2011. 

Zaninotto M, Plebani M* The “hospital central laboratory”: automation, inte¬ 
gration and clinical usefulness* Clin Chem Lab Med 2010; 48:911-7* 

Nefelometria 

Channing Rodgers RP. Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies* In: Stites DP, Terr Al, Parslow TG (eds.)* Basic & clinical immu¬ 
nology* 8* ed. New Jersey: Prentice-Hall International, 1994; p* 151-194* 
Check IJ, Piper M, Papadea C* Immunoglobulin quantitation* In: Rose NR, 
Macario EC de, Fahey JL, Friedman H, Penn GM (eds.). Manual of clinical 
laboratory immunology* 4. ed* Washington: American Society for Micro¬ 
biology, 1992; p* 71-83* 

Chen AK* Nephelometry* hi: Sheehan C (ed*)* Clinical immunology - Principles and 
laboratory diagnosis. Philadelphia: LIppincott Company, 1992; p. 179-189* 
Finney H, Newman DJ, Gruber W et al. Initial evaluation of cystatin C meas¬ 
urement by particle-enhanced immunonephelometry on the Behring neph- 
elometer systems (BNA, BN II). Clin Chem 1997; 43:1016-1022* 

Galvin JP. Particle-enhanced Immunoassays. In: Rose NR, Friedman H, Fahey 
JL (ed)* Manual of clinical laboratory Immunology. 3. ed. Washington: 
American Society for Microbiology, 1986; p. 38-42* 

Koivunen ME, Krogsrud RL. Principles of Immunochemical Techniques Used 
In Clinical Laboratories* Labmedicine* 2006; 37:490-497* 

Ortega-Vinuesa JL Molina-Bolivar JA, Peula JM et al. A comparative study of 
optical techniques applied to particle-enhanced assays of C-reactive protein. 
J Immunol Methods 1997; 205:151-156* 

Stenman U-H* Quantification of antigens* In: Herzenberg LA, Weir DM, 
Herzenberg LA et al* (ed). Weir’s handbook of experimental immunology - 
Immunochemistry and molecular immunology. 5* ed. Cambridge/Mas¬ 
sachusetts: Blackwell Science, 1996; v*l,p. 45*1-45.7* 

Sternberg JC* Rate Nephelometry* In: Rose NR, Friedman H, Fahey JL (eds*). 
Manual of clinical laboratory immunology* 3. ed* Washington: American 
Society for Microbiology, 1986; p. 33-37. 

Yang SY, Wu RM, Jian ZF et al* One-sample measurement In laser nephelom¬ 
etric immunoassay using magnetic nanoparticles. Applied Physics Letters 
2006; 89: 244102* 


52 


Diagnostic® Laboratory I 


Turbidimetria 

Beumer JH, Bolsdron-Celle M, Clarke W et al. Multicenter evaluation of a no¬ 
vel nanoparticle immunoassay for 5-fluorouracil on the Olympus AU4Q0 
analyzer. Ther Drug Monit 2009; 0:1-7. 

Chang J, Hoke C, Ettinger B et al. Evaluation and interference study of haemo¬ 
globin A ic measured by turbidimetric inhibition immunoassay. Am J Clin 
Pathol 1998; 109:274-278. 

Foster RC, Ledue TB. Turbidimetry. In: Rose NR, Friedman H, Fahey JL (eds.). 
Manual of clinical laboratory immunology. 3. ed. Washington: American 
Society for Microbiology, 1986; p. 25-32. 

Galvin JP. Particle-enhanced immunoassays. In: Rose NR, Friedman H, Fahey 
JL (eds.). Manual of clinical laboratory Immunology. 3. ed. Washington: 
American Society for Microbiology, 1986; p. 38-42. 

Holownia P, Newman DJ, Thakkar H et al. Development and validation of 
an automated latex-enhanced Immunoassay for prealbumin. Clin Chem 
1998; 44:1316-1324. 

Koivunen ME, Krogsrud RL. Principles of immunochemical techniques used 
in clinical laboratories. Labmedicine 2006; 37:490-497. 

Nichols WS, Nakamura RM. Agglutination and agglutination inhibition assays. In: 
Rose NR, Friedman H, Fahey JL (eds.). Manual of clinical laboratory immuno¬ 
logy. 3. ed. Washington: American Society for Microbiology, 1986; p. 49-56. 

Ortega-Vinuesa JL, Mollna-Bolivar JA, Peula JM et al. A comparative study of 
optical techniques applied to particle-enhanced assays of C-reactive protein. 
J Immunol Methods 1997; 205:151-156. 

Robers M, Hulst FF, Van Der Fischer MAJG et al. Development of a rapid 
microparticle-enhanced turbidimetric immunoassay for plasma fatty acid- 
binding protein, an early marker of acute myocardial infarction. Clin Chem 
1998; 44:1564-1567. 

Stenman U-H. Quantification of antigens. In: Herzenberg LA, Weir DM, Her- 
zenberg LA et al. (eds.). Weirs handbook of experimental Immunology 
- Immunochemistry and molecular immunology. 5. ed. Cambridge/Mas¬ 
sachusetts: Blackwell Science, 1996; v.l, p. 45.1-45.7. 

Sundvall J, Sulonen G-B, Hiltunen O et al. Comparison of a new immunoturbi- 
dimetric assay of human serum lipoprotein (a) to the ELISA and the IRMA 
methods. Scand J Clin Lab Invest 1995; 55:171-180. 

Enzimaimunoensaio 

Bock JL. The new era of automated immunoassay. Am J Clin Pathol 2000; 
113:628-646. 

O'Kennedy R, Byrne M, CfFagain C et al. A review of enzyme-immunoassay 
and a description of a competitive enzyme-linked Immunosorbent assay 
for the detection of Immunoglobulin concentrations. Biochemical Educa¬ 
tion. 1990; 18:136-141. 

Wisdom GB. Enzyme-immunoassay. Review. Clin Chem 1976; 22:1243- 
1255. 

Imunoensaio quimioluminescente 

Babson AL, Olson DR, Palmieri T et al. The Immulite™ assay tube: a new ap¬ 
proach to heterogeneous ligand assay. Clin Chem 1991; 37:1521-1522. 

Boland J, Carey G, Krodel E et al. The CIba Corning ACS: 180 1M Benchtop 
Immunoassay analyser. Clin Chem 1990; 36:1598-1602. 

Ikegami T, Yamamoto M, Sekiya K et al. The development of Luminomaster™, 
a fully automated chemiluminescent enzyme immunoassay system. J BIo- 
lumin Chemilumin 1995; 10:219-227. 

Khalil OS, Zurek TF, Tryba J et aL Abb ott Prism: a multichannel heterogeneous chemi¬ 
luminescence immunoassay analyser. Clin Chem 1991; 37:1540-1547. 

Koivunen ME, Krogsrud RL. Principles of immunochemical techniques used 
in clinical laboratories. Labmedicine 2006; 37:490-497. 

Patterson W, Werness P, Payne WJ et al. Random and continuous-access im¬ 
munoassay with chemiluminescent detection by Access* automated analyser. 
Clin Chem 1994; 40:2042-2045. 

Yamada K, Ohashi Y, Tanaka A et al. Clinical evaluation of LUMIWARD Immu¬ 
noassay system for detection of specific IgE associated with allergic rhinitis. 
Acta Otolaryngol Suppl (Stockh) 1988; 538:169-177. 

Imunoensaio fluorescente 

Channing Rodgers RP Clinical laboratory methods for detection of antigens and 
antibodies. In: Stites DP, Terr Al, Parslow TG (eds.). Basic 8c clinical immu¬ 
nology. 8. ed. New Jersey: Prentice-Hall International, 1994; p. 151-194. 

Dennehy PH, Schutzbank TE, Thorne GM. Evaluation of an automated im- 
munodiagnostic assay, VIDAS Rotavirus, for detection of rotavirus in fecal 
specimens. J Clin Microbiol 1994; 32:825-827. 

Kakabakos SE, Khosravi MJ. Direct time-resolved fluorescence Immunoassay 
of progesterone In serum involving the biotlna-streptavldin system and the 
immobilized-antibody approach. Clin Chem 1992; 38:725-730. 


Koivunen ME, Krogsrud RL. Principles of immunochemical techniques used 
In clinical laboratories. Labmedicine 2006; 37:490-497. 

Kricka L. Selected strategies for Improving sensitivity and reliability of immu¬ 
noassays. Clin Chem 1994; 40:347-357. 

Nakamura, RM, Robbins BA. Fluorescence immunoassays. In: Rose NR, Ma- 
cario EC de et al. (eds.). Manual of clinical laboratory Immunology. 4. ed. 
Washington: American Society for Microbiology, 1992; p. 10-17. 

Paganelli R, Ansotegui IJ, Sastre J et al. Specific IgE antibodies In the diagnosis of 
atopic disease. Clinical evaluation of a new in vitro test system, UniCAP™, 
In six European allergy clinics. Allergy 1998; 53:763-768. 

Stenman U-H. Quantification of antigens. In: Herzenberg LA, Weir DM, 
Herzenberg LA et al. (eds.). Weirs handbook of experimental immunol¬ 
ogy - Immunochemistry and molecular immunology. 5. ed. Cambridge, 
Massachusetts, Blackwell Science, 1996; v.l, p. 45.1-45.7. 

Citometria de fluxo 

Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS. Cellular and molecular immunology. 3. ed. 
Philadelphia: W.B. Saunders, 1997; p. 38-65. 

Carter NP. Flow sorting. In: Ormerod MG (ed.). Flow cytometry - A practical 
approach. 2. ed. Oxford: Oxford University Press, 1996; p. 55-65. 

Carter NP, Meyer EW. Introduction to the principles of flow cytometry. In: 
Ormerod MG (ed.). Flow cytometry - A practical approach. 2. ed. Oxford: 
Oxford University Press, 1996; p. 1-25. 

Deems D, Shlba AM, Ward DM, Young GJ. FACSCount™. The most complete 
system for measuring absolute CD4, CDS, and CD3 counts. FACSCount 
White Paper, July 1994. 

Esser C, Thiel A, Radbruch A. Parallel cell sorting complementing FACS. In: Herzen¬ 
berg LA, Weir DM, Herzenberg LA et al (eds.). Weir s handbook of experimen¬ 
tal immunology - Cell surface and messenger molecules of the immune system. 
5. ed. Cambridge/Massachusetts: BlackweE Science, 1996; v. 2, p. 51.1-51.7. 

Hardy RR. Purification and coupling of fluorescent proteins for use in flow cytom¬ 
etry. In: Weir DM, Herzenberg LA (eds.). Handbook of experimental immunol¬ 
ogy - Immunochemistry 4. ed Oxford: Blackwell, 1986; v.l; p 31.1-31.12. 

Kantor A, Roederer M. FACS analysis of leucocytes. In: Herzenberg LA, Weir 
DM, Herzenberg LA et al. (eds.). Weir's handbook of experimental immu¬ 
nology 7 - Cell surface and messenger molecules of the immune system. 5. ed. 
Cambridge/Massachusetts: Blackwell Science, 1996; v. 2, p. 49.1-49.13. 

Lewis E, Rickman WJ. Methodology and quality control for flow cytometry. In: Rose 
NR, Macario EC de, Fahey JL et al (eds.). Manual of Clinical laboratory Immunol¬ 
ogy. 4. ed. Washington: American Society for Microbiology, 1992; p. 164-173. 

Loken MR, Wells DA. Immunofluorescence of surface markers. In: Ormerod 
MG (ed.). Flow cytometry - A practical approach. 2. ed. Oxford: Oxford 
University Press, 1996; p. 67-91. 

Ormerod MG. An introduction to fluorescence technology. In: Ormerod MG 
(ed.). Flow cytometry - A practical approach. 2. ed. Oxford: Oxford Uni¬ 
versity Press, 1996; p. 27-43. 

Ormerod MG. Preparing suspensions of single cells. In: Ormerod MG (ed). 
Flow cytometry - A practical approach. 2. ed. Oxford: Oxford University 
Press, 1996; p. 45-54. 

Parks DR. Flow cytometry Instrumentation and measurements. In: Herzenberg 
LA, Weir DM, Herzenberg LA et al. (eds.). Weirs handbook of experimental 
immunology - Cell surface and messenger molecules of the immune system. 5. 
ed. Cambridge/Massachusetts: Blackwell Science, 1996; v.2, p. 47.1-47.12. 

Parks DR, Bigos M. Collection, display, and analysis of flow cytometry data. In: 
Herzenberg LA, Weir DM, Herzenberg LA et al. (eds.). Weirs handbook 
of experimental immunology - Cell surface and messenger molecules of 
the immune system. 5. ed. Cambridge/Massachusetts: Blackwell Science, 
1996; v. 2, p. 50.1-50.11. 

Parks DR, Kantor AB, Roederer M. Overview: Flow cytometry and FACS. In: Herzen¬ 
berg LA, Weir DM, Herzenberg LA et al. (eds.). Weirs handbook of experimental 
immunology - Cell surface and messenger molecules of the immune system. 5. 
ed. Cambridge/Massachusetts: Blackwell Science, 1996; v.2, p. 46.1-46.2. 

Parks DR, Lanier LL, Herzenberg LA. Flow cytometry and fluorescence acti¬ 
vated cell sorting. In: Weir DM, Herzenberg LA (eds.). Handbook of ex¬ 
perimental immunology - Immunochemistry. 4. ed. Oxford: Blackwell, 
1986; v.l, p 29.1-29.21. 

Waggoner A, Seadler A Fluorescent reagents for flow cytometric analysis. In: Herzen¬ 
berg LA, Weir DM, Herzenberg LA et al (eds.). Weirs handbook of experimental 
Immunology - Cell surface and messenger molecules of the Immune system. 5. 
ed. Cambridge/Massachusetts: BlackweE Science, 1996; v.2, p. 48.1-48.9. 

Ensaios multiparametricos 

Binnicker MJ, Jespersen DJ, Harring JA. Multiplex detection of IgM and IgG 
class antibodies to Toxoplasma gondii. Rubella virus, and Cytomegalovirus 
using a novel multiplex flow immunoassay. Clinical and Vaccine Immunol¬ 
ogy 2010;17:1734-1738. 


Capftulo 2 Testes Sorologicos 


53 


Binnicker MJ, Jespersen DJ, Harring JA. Evaluation of three multiplex flow Im¬ 
munoassays compared to an enzyme immunoassay for the detection and 
differentiation of IgG class antibodies to herpes simplex virus types 1 and 
2. Clinical and Vaccine Immunology 2010; 17:253-257. 

Casper JM, Storle JM, Samoy JV et aL Multiplex Immunoassays for the detection 
of extracellular and intracellular anyalytes using flow cytometry. Published 
In December 2009 (p. 5} DOI: 10.2144/000113319. 

Eklns R, Chu E Developing multianalyte assay. Trends Biotech 1994; 12:89- 
94. 

Eklns R, Chu R Multianalyte testing. Clin Chem 1993; 39:369-370. 

Ekins R, Chu F, BIggart E. Fluorescence spectroscopy and its application to a 
new generation of high sensitivity, multimicrospot, muitlanalyte, Immu¬ 
noassay. Clin Chim Acta 1990; 194:91-114. 

Ekins R, Chu FW. Multianalyte microspot Immunoassay - Microanalytical 
"compact disk* 1 of the future. Clin Chem 1991; 37:1955-1967. 

Fodor SPA, Rava RP, Huang XC et aL Multiplexed biochemical assays with 
biological chips. Nature 1993; 364:555-556. 

Gomez E, Jespersen DJ, Harring }A et aL Evaluation of the Bio-Rad BioPlex 
2200 Syphilis Multiplex Flow Immunoassay for the detection of IgM- and 
IgG-class antitreponemal antibodies. Clinical and Vaccine Immunology 
2010; 17:966-968. 


Kakabakos SE, Chrlstopoulos TK, Diamandis EP. Multianalyte Immunoassay 
based on spatially distinct fluorescent areas quantified by laser-excited solid- 
phase time-resolved fluorometry. Clin Chem 1992; 38:338-342. 

Kricka L. Multianalyte testing. Clin Chem 1992; 38:327-328. 

Krlcka L Selected strategies for improving sensitivity and reliability of immu¬ 
noassays. Clin Chem 1994; 40:347-357. 

Leng SX, Mcelhaney JE, Walston JD et aL ELISA and multiplex technologies 
for cytokine measurement in Inflammation and aging research. J Gerontol 
A Biol Sci Med Sci 2008; 63:879-884. 

Parsons RG, Kowal R, Leblond D et al. Multianalyte assay system developed 
for drugs of abuse. Clin Chem 1993; 39:1899-1903. 

Shovman O, Gilburd B, Zandman-Goddard G et al. Multiplexed AtheNA mul- 
tilyte Immunoassay for ANA screening In autoimmune diseases. Autoim¬ 
munity 2005; 38:105-9. 

Vostry M. Multiplex immunoassays: chips and beads. The Journal of International 
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. Dlsponfvel em: ht- 
tp://wwwifcc.org/media/58888/ejIfcc_v21_03_02.pdf. Acesso em: 20 set. 2012. 

Yarnall M. Automation of immunoassays. In: Shan G. Immunoassays in agri¬ 
cultural biotechnology. Hoboken: John Wiley, 2011. 

Yu X, Schneiderhan-Marra N, Joos TO. Protein microarrays for personalized 
medicine. Clinical Chemistry 2010; 56:376-387. 


Capitulo 3 

Diagnostico Molecular 


Jose Eduardo Levi 


■ References bibliograficas, 57 





Capftulo 3 | Diagnostico Molecular 


55 


Adenina pareia com timina e citosina pareia com guanina. 
Esse fato, elucidado experimentalmente por Watson e Crick 
na decada de 1950, contem a explica^ao bioquimica de como 
o DNA e capaz de preservar a informa^ao genetica, em que 
parear significa estabelecer liga^oes fracas (pontes de hidro- 
genio) entre as bases nitrogenadas. Quando o DNA e sub- 
metido a temperaturas altas (> 90°C) ele desnatura, ou seja, 
ocorre a quebra das pontes de hidrogenio e as fitas se sepa- 
ram, e, quando ha o resfriamento, as fitas voltam a se ligar. 
Nas celulas, a separa^ao das fitas, essencial ao processo de 
copia e duplicate celular, e feito por enzimas como a helicase. 
Esse fenomeno da desnatura^ao reversfvel forma a base teo- 
rica de todos os testes moleculares, que se valem destes dois 
princfpios: complementaridade e desnatura^ao, ilustrados na 
Figura 3.1. 

Nas decadas seguintes, a manipulate de acidos nucleicos 
foi faciiitada pelas tecnicas de clonagem, principalmente usan- 
do-se as enzimas de restri^ao, o que permitiu inserir segmen- 
tos especfficos de DNA em plasmfdios bacterianos e replica- 
los nas bacterias hospedeiras. A capacidade de “marcar” os 
acidos nucleicos com compostos radioativos como o 32 P deu 
origem as chamadas sondas, que, por meio da desnatura^ao e 
hibridiza^ao, permitiram os testes moleculares pioneiros para 
diagnostico. A primeira dessas tecnicas foi batizada como 
Southern blot 1 em homenagem ao seu inventor, o bioqufmico 
ingles Edwin Mellor Southern (Figura 3.2). Quando usada 
para a detec^ao de RNA se chama Northern blot e, quando 
aplicada a detec^ao de protemas, chama-se Western blot. 

Essa tecnologia foi inicialmente aplicada na arena diagnos- 
tica para a identifica^ao pessoal e testes de paternidade, 2 subs- 
tituindo imediatamente as metodologias entao empregadas, 
como a compara^ao de grupos sangufneos e os polimorfis- 
mos proteicos e de HLA, ja que a acuracia e muito superior e 
importantfssima nesta situa^ao em que e inadmissfvel convi- 
ver com um resultado “indeterminado”. 

Na decada de 1980 foi inventado o metodo de rea^ao em 
cadeia da polimerase (PCR) por Kary Mullis, 3 que recebeu por 
seu feito o Pr£mio Nobel de Qufmica em 1993. A PCR revolu- 
cionou as ciencias biologicas e tornou possivel a enorme evolu- 
tao nas tecnicas de clonagem e sequenciamento, que culmina- 
ram nos animals e plantas transgenicos e no sequenciamento 
de genomas completos de diferentes organismos, incluindo o 
homem (Projeto Genoma Humano). 


ACTGTGTAAGGTTCGTA 

A - 


T GA CA CATTCCAA G CAT 



B 



Figura 3.1 A. Trecho de DNA de dupla fita complementar. B. DNA des- 
naturado, com as fitas separadas e a hibridizagao de uma sequencia 
complementar a fita preta representando uma sonda ou primer (ver- 
mefho). 


4333 



r 


G A a 3 G A a 3 G A a 3B 

Figura 3.2 Teste de Southern blot. 0 DNA e submetido a fragmenta^ao 
com enzima de restr^ao, depois transferido para uma membrana de 
nitrocelulose e hibridizado com sondas radioativas ( 32 P). A membrana 
e exposta a um filme de raios X que e, depois, revelado. 

Por sua praticidade e facilidade, diversos metodos com 
base em PCR passaram a ser desenvolvidos com aplica^oes 
especificas, tais como a RT-PCR para alvos RNA e a random 
amplification of polymorphic DNA (RAPD, Figura 3.3) para 
investigates de relates epidemiologicas e filogeneticas entre 
indivfduos. 

Na decada de 1990 foi demonstrado que a carga viral de HIV 
era um excelente marcador prognostico, que pode ser utili- 
zado no monitoramento da eficacia da terapia antirretroviral, 4 
impulsionando o surgimento do primeiro teste comercial com 
base em PCR. Outros testes se seguiram na area das doen^as 
infecciosas, como aqueles voltados para as hepatites B e C, e, 
logo apos, testes para doen^as geneticas e importantes apli- 
cat^s em oncologia, para alguns tumores de base genetica 
conhecida. 

Como a PCR produz uma amplifica^ao gigantesca do alvo, 
da ordem de 1 bilhao de vezes, e uma metodologia muito sen- 
sivel, detectando quantidades de microrganismos que nao 
eram detectaveis por outros metodos. Organismos de cultivo 
dificil ou de crescimento lento, que demandam longos perio- 
dos em cultura, passaram a ser identificados em horas, o que 
levou a substitui^ao de tais metodos por tecnicas moleculares 
de amplifica^ao, como a PCR e outras, nos laboratories diag¬ 
nostics. 

Diversas metodologias de amplifica^ao foram inventa- 
das, e podem ser divididas entre metodos que amplificam 
um segmento genico do alvo e metodos que amplificam 
um sinal obtido por hibridizato- No primeiro grupo estao, 
entre outras, a PCR, a nucleic acid sequence based amplifica¬ 
tion (NASBA), tecnica que gera RNA como produto 5 em vez 
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■PCR de DNA de isolados bacterianos em um surto 


hospitalar. 0 perfil de fragmentos gerados aleatoriamente permite in- 
ferir relates epidemiologicas e temporals entre as cepas. 


de DNA, e a Ugase chain reaction (LCR), que e muito seme- 
lhante a PCR, mas tem como enzima catalisadora uma ligase 
que acopla oligonucleotidios justapostos. 6 No segundo grupo 
estao o branched DNA (bDNA) 7 e a captura hibrida. 8 Os meto- 
dos que amplificam o material genetico em geral apresentam 
maior sensibilidade, enquanto os que amplificam o sinal sao 
mais vantajosos por terem menor chance de contamina^ao, 
uma vez que nao ocorre amplifica^ao do alvo. Ambos os gru- 
pos de testes sao utilizados hoje rotineiramente na patolo- 
gia clinica. A captura hibrida e o metodo de referenda para 
o diagnostico do papilomavirus humano (HPV); o bDNA e 
usado para a determinate da carga viral das hepatites B e 
C, alem do HIV. Ja a PCR e o metodo utilizado em dezenas 
de kits comerciais, disponiveis para varios agentes infeccio- 
sos, como os ja citados HBV, HCV e HIV, mas tambem para 
citomegalovlrus (CMV), muitas outras viroses, infecqoes 
bacterianas, fungicas e por protozoarios, alem de rearranjos 
genicos caracteristicos de algumas neoplasias. Sem duvida, a 
altissima sensibilidade agrega grande valor a esses metodos 
no manejo clinico. Em muitas situaqoes medicas a informa^ao 
da ausencia de um alvo, abaixo de um limite baixissimo de 
detec^ao, e de suma importancia, como na decisao do final de 
tratamento das hepatites virais e na doen^a residual minima 
oncologica. Por outro lado, esta enorme capacidade de ampli- 
ficaqao tambem e o maior problema com a tecnica, uma vez 
que o produto de amplifica^ao, o amplicon , pode ser carregado 
para as areas de extraqao e pre-amplifica^ao do laboratorio, 
por meio de ma^anetas, canetas, celulares, roupas etc. Uma 
amostra com quantidade inicial de mil copias de um determi- 
nado gene tera gerado, ao final da PCR, bilhoes de copias. A 
necessidade de abrirem-se os tubos de PCR para a separa^ao 
dos produtos por eletroforese em gel gera aerossol, que podera 
espalhar pelo ambiente algumas poucas copias do amplicon, 
suficientes para contaminar uma proxima rea^ao, o que leva 
a resultados falso-positivos. Por esta razao, preconiza-se um 
fluxo unidirecional de trabalho, sempre do ambiente “limpo” 


(pre-PCR) para o “sujo” (que contem os amplicons ), com salas 
separadas para cada etapa. Igualmente importante e o treina- 
mento dos operadores, que devem respeitar essa caracteristica 
da rea^ao e evitar o refluxo e o transporte de materiais do pos 
para o pre-PCR. Engenhosos sistemas quimicos de controle 
dos amplicons foram desenvolvidos, tais como a substitui^ao 
do dTTP pelo dUTP em PCR, levando a sintese de produtos 
de PCR com o nucleotidio uracila incorporado, que e passivel 
de degrada^ao por uma enzima que reconhece DNA contendo 
U, a uracila DNA glicosilase. 9 

Afora a sensibilidade, os metodos moleculares apresentam 
uma segunda caracteristica marcante que os diferencia de 
qualquer outra familia de metodologias laboratoriais: a ver- 
satilidade. Uma vez que os acidos nucleicos estao presentes 
em todo material biologico celular, e muitas vezes tambem de 
forma residual, mas analisavel, em fluidos acelulares como o 
liquor, a urina e o plasma, e possivel realizar a analise molecu¬ 
lar a partir de qualquer fonte biologica. Alem de transformar o 
laboratorio clinico, cuja area de biologia molecular vem cres¬ 
cendo e ocupando aquelas anteriormente destinadas a formas 
tradicionais de diagnostico, como cultura de celulas e bac- 
teriana, sorologia e citologia, outras areas do conhecimento 
sofreram enorme impacto com a introdu^ao da PCR, como 
a paleontologia e a historia. Residuos de DNA foram amplifi- 
cados a partir de insetos preservados em ambar por milhoes 
de anos, de fragmentos de tecidos de mumias, entre muitas 
diferentes fontes, o que permitiu a obten^ao de novos dados de 
origem e evolu^ao das especies, o reconhecimento da historia 
de patogenos e ate mesmo o sonho de recriarem-se especies 
extintas, ilustrado pelo conhecido livro/filme Jurassic Park . 

Uma importante evolu^ao recente da PCR e a possibilidade 
de observa^ao e registro, em tempo real, da forma^ao do pro¬ 
duto por meio de sensores que detectam a fluorescencia emi- 
tida por cada tubo/po^o de PCR a cada ciclo, o que foi deno- 
minado PCR em tempo real. Os termocicladores recebem um 
modulo que contem as unidades que captam a fluorescencia e 
transformam este sinal luminoso em eletronico para o com- 
putador. Assim, nao e necessario abrir os tubos apos a reaqao, 
o que diminuiu muito o problema de contamina^ao ja apon- 
tado. Por ser possivel medir a quantidade de fluorescencia, 
em ultima analise proporcional a quantidade inicial de alvo, 
na fase exponencial de amplifica^ao, a PCR em tempo real e 
uma tecnica quantitativa, enquanto a PCR convencional e um 
metodo que analisa apenas o ponto final (Figura 3.4). 

Uma vez eliminada a necessidade de realiza^ao da analise por 
eletroforese em gel, procedimento artesanal e de baixa capacidade 
de troughput (processividade), a automa^ao dos metodos mole¬ 
culares tornou-se factivel. No entanto, a etapa de extra^ao de aci¬ 
dos nucleicos mostrou-se a mais desafiadora tecnologicamente. 
No momento de finaliza^ao deste livro, em 2012, ja havia muitos 
modelos e equipamentos que faziam extraqao automatizada de 
um grande numero de amostras simultaneamente. Porem, esses 
equipamentos manipulavam volumes de amostras muitas vezes 
maior do que aquele de fato utilizado nas analises. Colhia-se um 
tubo de 5 mf de sangue do paciente, do qua] eram retirados 100 a 
500 pi para a extra^ao, dos quais seria empregado apenas o equi- 
valente a 1 a 5 pi na rea^ao de amplifica^ao. Isso significa que 
ainda nao avan^amos suficientemente no processo de miniatu- 
riza^ao desta etapa, problema refletido no tamanho dos equipa¬ 
mentos disponiveis. Alem de grandes e pesados, costumam ser 
lentos, tomando 2 a 4 h apenas para a etapa de extraqao. 

Ainda assim, o acoplamento dessas plataformas com as pla- 
taformas de amplifica^ao/detec^ao em tempo real, ocorrido nos 
ultimos anos, culminou no aparecimento de metodos 100% 
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B C D E 



N° do ciclo 

Figura 3.4 llustragao explicativa da deficlencia da PCR convencional para 
a quantifica^ao absoluta de genomas. A parte superior da figura mostra 
umgei de produtosdeampiificagaodequantidadesiniciaisdecrescentes 
do virus da hepatite B (A = 10 6 copias/nV; B = 10 5 copias/rrrt; C-10 4 co- 
pias/m# D = 10 3 copias/mf; E = 10 2 copias/m4‘ F = controle negativo). A 
parte inferior mostra a mesma reagao realizada em PCR em tempo real, 
quando, na etapa exponencial, e possivel disting uir as amostras com 
maiorcarga viral das de menorcarga viral por meio do valor deCt {cycle 
threshold}. Ja naanalisevisualdogelasamostrasA,BeCsaoindistingufveis, 
embora apresentem diferenga de 10.000 vezes na concentragao de HBV. 

automatizados. Provavelmente, o exemplo aplicado hoje em 
maior escala e o dos chamados testes NAT (nucleic acid tests ) 
usados na triagem de doadores de sangue para HBV, HCV e 
HIV para evitar a transmissao desses agentes por doadores em 
janela imunologica quando o teste sorologico com base em anti- 
corpos e negativo. 11 Outro exemplo em vias de implanta^ao e o 
uso de plataformas semelhantes para o rastreio do cancer cer¬ 
vical com testes que detectam o DNA/RNA dos HPV, presentes 
em 100% dos casos de cancer do colo uterino, em substitui^ao 
aos testes de citologia oncotica (Papanicolaou). 12 

A nanotecnologia trouxe a promessa de miniaturiza^ao das 
tres etapas (extra^ao-amplifica^ao-detec^ao). Contain a surgir 
dispositivos diminutos utilizando minusculas bombas quefazem 
os reagentes fluirem atraves de microcanais esculpidos em lami- 
nas e outros substrates, o que resulta de fato no concerto de lab 
in a chip , semelhante aos testes rapidos imunocromatograficos 
existentes. Esses testes poderao se tornar uma alternativa para 
o diagnostico molecular no chamado point-ofeare, ou seja, que 
pode ser feito no consultorio medico ou mesmo em casa. 13 

Outra linha de evolu^ao dos testes moleculares fundamental 
se no sequenciamento de acidos nucleicos. Com a explosao dos 
metodos de sequenciamento, so possivel pelo uso da PCR, esta 
tecnica, antes extremamente artesanal e laboriosa, tornou-se 


um procedimento simples e de rapida execu^ao. Hoje a lei de 
Moore da informatica e valida tambem para o sequenciamento, 
ou seja, a cada 2 anos ha um salto no rendimento no numero 
de bases obtido em uma corrida de sequenciador, realizado em 
plataformas tambem semi ou totalmente automatizadas. Com o 
conhecimento das sequencias genomicas de inumeros organis- 
mos e microrganismos, e a existencia de bancos contendo essas 
informa^oes acessiveis pela Internet, o diagnostico das doen^as 
infecciosas passara, em breve, a ter uma abordagem totalmente 
diferente daquela que praticamos nos ultimos cem anos. Em vez 
de se criar uma hipotese diagnostica com base em sintomas, 
dados clinicos e epidemiologicos, sera feito um sequenciamento 
de todo o material genetico contido em uma determinada 
amostra, e o software do sequenciamento nos informara quais 
microrganismos conhecidos e desconhecidos estao nela pre¬ 
sentes. 14 Tal abordagem ja se mostrou eficiente na elucida^ao, 
em uma rapidez jamais imaginada, do agente etiologico asso- 
ciado ao surto de uma cepa muito agressiva de E. coli que cau- 
sou varios obitos na Alemanha. 15 Assim, preve-se que, em um 
futuro proximo, todo o arsenal hoje utilizado nos testes molecu¬ 
lares, como as sondas, os compostos fluorescentes que magnifi- 
cam o sinal, as enzimas de restri^ao e outros se tornarao obsole- 
tos, pois visam, em ultima analise, identificar e/ou quantificar o 
agente infeccioso de uma amostra por meio do reconhecimento 
de assinaturas geneticas dele, o que sera obtido diretamente pelo 
sequenciamento. Obviamente este admiravel mundo novo traz 
implicates eticas importantes, uma vez que muitas informa- 
9 oes sobre o genoma do hospedeiro serao obtidas em concomi- 
tancia, o que levantara duvida de como lidar com elas. 
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► Introdugao 

O citomegalovirus (CMV) tem sido considerado um dos 
principals causadores de doen^as no homem. O risco de infec- 
^ao por esse agente come^aja na vida intrauterina e no periodo 
perinatal, podendo ocorrer tambem como infec^ao adquirida 
na infancia ou na idade adulta. Estudos soroepidemiologicos 
demonstram que ate 85% da popula^ao adulta no estado de 
Sao Paulo ja foi infectada pelo CMV. 1,2 Alem disso, esse virus 
tem a capacidade de ficar latente no organismo humano, reati- 
vando-se na vigencia de doen^as imunodepressoras. 

► Caracteristicas do virus 

O CMV esta incluido na familia Herpesviridae, subfami- 
lia 3-herpesvirinae. E um DNA virus, de simetria icosaedrica, 
com 162 capsomeros, envolvidos por um envelope lipidico. 
Sua vida media a 37°C e de apenas 45 min. Alem de infec- 
tar o homem, os citomegalovirus sao encontrados no mundo 
animal em camundongos, cobaias e macacos, mas essas cepas 
sao especie-especificas, de modo que os CMV de animais nao 
infectam o homem. As eventuais diferen^as antigenicas obser- 
vadas no CMV humano nao sao suficientes para caracterizar 
subtipos do CMV. 3 

► Aspectos chnicos e epidemiologicos 

■ Infeqao congenita 

O CMV e considerado a causa mais comum de infec^ao 
congenita no homem. Diferentes estudos tem apresentado 
taxas de infec^ao variando de 0,2 a 2,2%, 2 admitindo-se que so 
nos EUA nascem, a cada ano, cerca de 40.000 crian<~as infecta- 
das congenitamente. 4 Estudos realizados em uma mesma area 
geografica demonstraram que a incidencia de infec^ao conge¬ 
nita pelo CMV e pelo menos duas vezes maior nas populates 
de baixo nivel socioeconomico - justamente as com maior pre- 
Valencia de anticorpos. Em Sao Paulo, demonstraram-se taxas 
variando de 0,49 a 0,98%, dependendo do nivel socioecono¬ 
mico da popula^ao estudada. 2 A explicate para as altas taxas 
de infec^ao congenita pelo CMV e para a rela^ao entre inci¬ 
dencia de infec^ao congenita e nivel socioeconomico da popu- 
la^ao encontra-se na capacidade que o CMV tem de infectar 
o feto mesmo quando a mae ja apresentava anticorpos antes 
da concep^ao, ao contrario do que ocorre com a rubeola e a 
toxoplasmoses A analise do DNA das cepas de CMV isoladas 
de casos em que se documentou infec^ao congenita em duas 
gesta^oes sucessivas sugerem que o mecanismo fundamen¬ 
tal envolvido na infec^ao intrauterina de maes previamente 
imunes e a reativa^ao do virus latente da mae. E importante 
ressaltar, porem, que a absoluta maioria dos recem-nascidos 
(RN) que vem ao mundo com sintomas de doen^a congenita 
sao de maes que tiveram infec^ao primaria durante a gesta^ao. 
Desse modo, os anticorpos maternos acabam desempenhando 
importante efeito protetor no feto, pois ainda que os mesmos 
nao impe^am a ocorrencia da infec^ao congenita, impedem 
que a doen^a se manifeste clinicamente. Estudo prospective 
analisando 197 RN com infec^ao congenita pelo CMV revelou 
que somente as crian^as cujas maes tiveram infec^ao prima¬ 
ria durante a gesta^ao apresentaram sintomas ao nascimento 


(18%). Nesse grupo, apos acompanhamento medio de 5 anos, 
25% das crian<;as apresentaram uma ou mais sequelas. Por 
outro lado, embora todas as crian^as infectadas congenita¬ 
mente por reativa^ao de infec^ao materna fossem assintoma- 
ticas ao nascerem, 8% desenvolveram sequelas. 6 

A infec^ao pode ocorrer em qualquer epoca da gesta^ao. 
Embora estudos experimentais em cobaias tenham demons- 
trado que a gravidade da infec^ao e maior quando a infec^ao 
materna ocorre no initio da gesta^ao, no homem, essa rela^ao 
nao esta estabelecida, ja que a maioria absoluta das infec^oes 
maternas sao assintomaticas. 

A forma mais grave, originalmente denominada “doen^a 
de inclusao citomegalica” caracteriza-se clinicamente por icte- 
ricia, hepatoesplenomegalia, petequias, microcefalia, corior- 
retinite e calcifica^oes cerebrais. A absoluta maioria dos RN 
com essa apresenta^ao clinica irao desenvolver sequelas graves 
na evolu^ao, incluindo surdez, perda da visao, retardo mental 
e deficits neurologicos. Felizmente, somente 1 a 2% dos RN 
infectados apresentam essa forma clinica. Entre os extremos 
representados por recem-nascidos totalmente assintomaticos 
e a forma mais grave da doen^a, existe um amplo espectro de 
manifesta^oes clinicas, por exemplo, a ocorrencia isolada de 
hepatoesplenomegalia, com ou sem ictericia, ou de petequias, 
ou a combina^ao desses sintomas. De modo geral, as crian^as 
com quadro clinico mais leve tem maiores chances de evoluir 
sem sequelas tardias. 

- Infeqao perinatal 

O CMV tambem pode infectar o recem-nascido durante 
o trabalho de parto, pelo contacto dele com secre^oes uteri- 
nas maternas contaminadas pelo CMV durante sua passagem 
pelo canal de parto, ou nas primeiras semanas de vida, pela 
contamina^ao com leite materno contendo CMV. 7,8 A inci¬ 
dencia de infec^ao perinatal tem variado nos diversos estu¬ 
dos, de 7 a 38%. Em Sao Paulo, estudo prospective realizado 
em um hospital publico revelou que o risco de infec^ao foi de 
24,3%, situando-se entre os mais altos do mundo. 9 As taxas de 
infec^ao dependem das taxas de excre^ao do CMV em cervice 
uterina no momento do parto, ou leite materno nas primeiras 
semanas de amamenta^ao. Em ambos os casos, a possibilidade 
de ocorrer infec^ao do RN quando a mae e excretora do virus e 
de cerca de 50%. Em estudo realizado em Sao Paulo, isolou-se 
o CMV de 29,8% das amostras de leite obtidas de puerperas 
assintomaticas. 10 

O periodo de incuba^ao da infec^ao perinatal e estimado 
entre 4 a 12 semanas, sendo em media de 8 semanas. Esse tipo 
de infec^ao, embora muito frequente, e, em geral, totalmente 
assintomatico, embora raros relatos de pneumonites deem 
conta de certa gravidade. 

- Infeqao adquirida 

Apos o periodo neonatal, a infec^ao se da por transmissao 
horizontal do virus, por meio de secre^oes que o contenham. 
A urina e a saliva sao as fontes mais importantes de dissemi- 
na^ao do CMV, por isso as taxas de infec^ao adquirida costu- 
mam ser muito altas em ber^arios e creches devido ao contato 
ultimo entre crian^as excretoras e crian^as suscetiveis. Do 
mesmo modo, em populates de nivel socioeconomico mais 
baixo, como consequencia das conduces adversas de higiene 
e moradia, a infec^ao e mais precoce e frequente. Existem evi- 
dencias de que a transmissao do CMV tambem possa ocorrer 
por via sexual, ja que excre^ao viral frequente e prolongada do 
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virus no semen e frequentemente observada, alem de ter-se 
documentado a presen^a de cepas geneticamente identicas no 
semen e secre^oes uterinas de parceiros sexuais. 11 

A maioria absoluta das infec^oes adquiridas e assintoma- 
tica. Entretanto, quando ocorrem manifesta^oes clinic as, estas 
assumem caracteristicas de um quadra de mononucleose in fee- 
ciosa-“simile”. 12 O paciente apresenta quadra febril prolongado 
(na maioria das vezes com 10 dias ou mais de dura^ao), sen- 
sa^ao de fraqueza, sudorese, e, eventualmente, hepatoespleno- 
megalia. Ao contrario do que acontece na mononucleose infec- 
ciosa classica, provocada pelo virus Epstein-Barr, a presen^a de 
linfonodomegalia cervical e rara no adulto com citomegalo - 
mononucleose. Contudo, na infancia, a linfonodomegalia cer¬ 
vical e comum, ocorrendo em cerca de 90% dos casos. 13 

Laboratorialmente, o que chama mais aten<~ao e o hemo- 
grama com linfocitose relativa e absoluta importante, bem 
como a presen^a de grande numero de linfocitos atipicos. As 
enzimas hepaticas (TGO e TGP) estao moderadamente eleva- 
das em cerca de 80% dos casos. 13 

- Citomegalovirus no paciente 
imunocomprometido 

A grande expansao da tecnica de transplante de orgaos 
(rim, cora^ao, figado, medula ossea), a introdu^ao de novos 
quimioterapicos para tratamento de neoplasias, bem como o 
advento da sindrome da imunodeficiencia adquirida (AIDS) 
teve como consequencia o aumento do numero de pacientes 
imunocomprometidos, passiveis de sofrerem infec^oes opor- 
tunistas, como e o caso do CMV. Embora possa ocorrer infec- 
9 §o primaria, a maioria das infec^oes pelo CMV no paciente 
imunocomprometido se devem a reativa^ao de uma infec^ao 
latente, previamente existente. 

Hoje, admite-se que de 70 a 90% dos receptores de trans¬ 
plante renal irao apresentar, em algum momento do pos- 
operatorio, evidencias de infec^ao pelo CMV, podendo, de 
modo geral, estender-se essa proje^ao para os outros tipos de 
transplante. 14,15 Do mesmo modo, nos pacientes com AIDS, 
e frequente a detec^ao de infeeqao ativa (ou seja, evidencias 
laboratoriais de replica^ao viral) durante a evolu^ao da doenqa. 
Estudo realizado em Sao Paulo demonstrou que, durante 
periodo medio de acompanhamento de 2 meses, 30/50 (60%) 
dos pacientes com AIDS internados por qualquer causa em 
dois hospitais publicos de Sao Paulo apresentaram evidencias 
de infec^ao ativa pelo CMV. 16 Muitos dos pacientes imunode- 
primidos que venham a apresentar infec^ao ativa pelo CMV 
irao apresentar tambem sintomas e sinais de doen^a por esse 
virus. As manifesta^oes mais comumente observadas sao 
quadras febris prolongados com altera^oes hematologicas ou 
hepaticas (tambem conhecidos como “sindrome do citomega¬ 
lovirus”), de grande incidencia em transplantados renais, qua- 
dros de pneumonia intersticial (mais comum em receptores de 
transplante de medula), retinite e ulcerates gastrintestinais, 
ambas com ampla prevalencia em pacientes com AIDS. Sao 
doenqas que preocupam bastante pela gravidade e, muitas 
vezes, se nao forem tratadas rapida e adequadamente, levam o 
paciente a obito. 17 

► Diagnostico laboratorial 

O diagnostico laboratorial da infec^ao pelo CMV pode ser 
feito por diferentes metodos, que incluem exame direto de 
amostras (por micro scopia eletr6nica, demonstra^ao de celu- 


las com corpusculos de inclusao caracteristicos, e deteeqao de 
antigenos ou DNA viral), isolamento viral em culturas celula- 
res, e varios testes sorologicos. 

Para cada apresenta^ao clinica, ha necessidade de se esco- 
lher este ou aquele recurso laboratorial. Alem disso, a escolha 
do teste a ser utilizado vai depender da experiencia do labora- 
torio executante com determinada tecnica, da disponibilidade 
de equipamentos, do custo, e da necessidade ou nao de um 
resultado rapido. 

Os testes atualmente disponiveis para detec^ao de infec^ao 
pelo CMV sao descritos a seguir. 

- Pesquisa direta 

Microscopia eletronica 

Por meio da pseudorreplica, a microscopia eletronica tern 
sido empregada para detectar CMV em amostras de urina e 
secre^oes de orofaringe em recem-nascidos. 18 A vantagem 
desse metodo e a rapidez, pois poderia dar um resultado posi- 
tivo em 15 a 30 min, alem de poderem-se examinar materials 
eventualmente contaminados por fungos ou bacterias, que 
nao sao apropriados para isolamento viral. Contudo, alem de 
necessitar de equipamento sofisticado e caro, bem como pes- 
soal altamente treinado, tem sensibilidade relativamente baixa, 
detectando o CMV apenas em amostras com altas concentra¬ 
tes virais. Nao se trata de um exame usado na rotina. 

Exame histopatologico e atologico 

O CMV leva, in vivo, a forma^ao de celulas grandes, com 
inclusoes intranucleares (e, eventualmente, citoplasmaticas) 
caracteristicas, e podem ser facilmente visualizadas quando 
coradas com hematoxilina-eosina, Papanicolaou, ou Giemsa. 
As celulas de inclusao citomegalica podem ser demonstra- 
das em fragmentos de tecidos (figado, rim, pulmao etc.), em 
sedimento urinario, lavado gastrico e broncoalveolar, dentre 
outros materials. Quando presentes, tem consideravel valor 
diagnostico. As grandes vantagens dessa tecnica sao sua sim- 
plicidade, rapidez e baixo custo, podendo ser executada em 
qualquer laboratorio. Contudo, a alta incidencia de resultados 
falso-negativos limita muito seu uso, devendo, por isso, ser 
complementada com outras tecnicas mais sensiveis. 19 

Imuno-histoquimica e imunocitologia 

O advento de anticorpos monoclonais para diversas prote- 
inas do CMV contribuiu muito para o progresso do diagnos¬ 
tico laboratorial das citomegaloviroses, permitindo a detec^ao 
de antigenos especificos em fragmentos de tecidos obtidos por 
biopsia, ou em necropsia, e em amostras de urina, lavado bron¬ 
coalveolar, bem como em prepara^o^s de leucocitos. 20-24 Esse 
metodo e mais sensivel que o exame histopatologico comum, 
e essa caracteristica fica ainda ainda mais latente quando se 
us am misturas de monoclonais, dirigidos a diferentes epitopos 
do CMV. 23 A revela^ao pode ser feita por imunofluorescencia 
ou por tecnicas imunoenzimaticas. Embora seja rapida e rela¬ 
tivamente simples, e considerada menos sensivel que o isola¬ 
mento viral classico. 19 

Deteqao do antfgeno pp65 emneutrofUos (antigenemia) 

Embora a demonstra^ao direta ou indireta da presenqa do 
virus no orgao acometido seja o melhor meio de comprovar 
laboratorialmente a participa^ao do CMV naquele determi- 
nado quadra clinico, muitas vezes nao se dispoe de biopsias 
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para executar essa pesquisa. Uma alternativa para esses casos 
e a pesquisa do CMV no sangue, pois foi demonstrado em 
receptores de transplante de medula ossea e tambem em outros 
tipos de transplante que existe uma boa correla^ao entre vire- 
mia positiva e doen^a invasiva pelo CMV. 24 Entretanto, o iso- 
lamento do virus por tecnica classica nao e de utilidade, pois 
pode demorar ate 4 semanas para dar essa informa^ao, invia- 
bilizando qualquer tipo de interven^ao para preven^ao da 
doen^a invasiva. Por essa razao, emprega-se, nesses casos, uma 
tecnica rapida. Dentre essas tecnicas, encontra-se a pesquisa 
direta do antigeno pp65 do CMV em neutrofilos circulantes 
com anticorpos monoclonais (tecnica da antigenemia). Alem 
de ser altamente especifica, permite a quantifica^ao dos neu¬ 
trofilos contendo o antigeno do CMV no seu interior 2 ^ 26 e tern 
sido amplamente utiiizada, tanto em centros de transplante de 
celulas-tronco hematopoeticas como de orgaos soli dos. 

Reagdo em cadeia da polimerase \ Polimerase 
em tempo real 

Essa rea^ao ganhou grande impulso nos ultimo s anos por 
ser extremamente sensivel, permitindo detectar quantidades 
muito pequenas de DNA viral em amostras clinicas. Tern sido 
utiiizada em amostras de urina, 27 leucocitos perifericos, 28 frag- 
mentos de tecidos 29 e amostras de lavado broncoalveolar, 30 
contudo, ainda nao pode ser considerada um exame de rotina, 
pois sua execucao e complexa, e sua aplicaqao clinica ainda 
nao esta totalmente definida. Isso ocorre principalmente em 
pacientes imunocomprometidos, os quais, frequentemente, 
apresentam infec^ao ativa pelo CMV, que pode ou nao vir 
acompanhada de doen^a invasiva. Como existe uma rela^ao 
entre carga viral e presen^a de doen^a clinicamente manifesta 
e rea^ao em cadeia da polimerase (PCR) pode detectar quan¬ 
tidades minimas de virus, frequentemente esse exame apre- 
senta resultado positivo em individuos que nao tern doen^a 
pelo CMV, fazendo com que seu valor preditivo positivo para 
doen^a invasiva seja relativamente baixo. 28,30-32 A utilizaqao de 
PCR em combinaqao com outras tecnicas e, principalmente, 
o desenvolvimento de tecnicas capazes de quantificar o DNA 
viral presente nas amostras testadas, como a PCR em tempo 
real, 29,33-38 apresentam-se como a melhor alternativa para o 
diagnostico rapido, sensivel e especifico da citomegalovirose 
em pacientes imunocomprometidos atualmente. 

- Isolamento do citomegalovirus 
em culturas celulares 

O isolamento do CMV em culturas, por sua alta especifi- 
cidade e boa sensibilidade, continua sendo uma tecnica fun¬ 
damental para o diagnostico desse tipo de infec^ao. 19 O virus 
pode ser isolado a partir de diferentes materials, tais como 
urina, secreqoes de orofaringe, sangue, semen e fragmentos de 
orgaos obtidos por biopsia ou necropsia. 

Apos a coleta, o material deve ser encaminhado no menor 
tempo possivel ao laboratorio, em meio de transporte ade- 
quado (solu^ao salina balanceada, com soro fetal bovino e 
antibioticos). Urina e liquido cefalorraquidiano (LCR) nao 
precisam de meio de transporte, e as amostras de sangue para 
detec^ao de viremia so necessitam de anticoagulante. Desde 
a coleta ate a inoculaqao no laboratorio, o material deve ser 
conservado a 4°C ou em banho de gelo. O material nunca deve 
ser congelado a -20°C pela grande labilidade do CMV nessa 
temperatura. Os fibroblastos humanos constituem-se na unica 
linhagem celular que permite sua replica^ao in vitro , e o apa- 


recimento de efeito citopatico caracteristico, que possibilita a 
detect ao da presen^a do virus na cultura, pode demorar ate 4 
semanas para aparecer, sendo este um dos principals obices 
em rela^ao a sua aplica^ao clinica. 

Tecnica do shell-vial 

Basicamente, consiste em um isolamento viral classico no 
qual diferentes materials clinicos sao inoculados em tres lami- 
nulas contendo fibroblastos humanos em cultura. Contudo, 
para aparecimento do efeito citopatico caracteristico do CMV, 
adiciona-se a essas laminulas uma mistura de anticorpos 
monoclonais, em intervalos de 24, 48 e 72 h, contra diferentes 
antigenos do virus, sendo a revelaqao feita por meio da imu- 
nofluorescencia indireta. 36 37 Assim, chega-se ao resultado de 
uma cultura viral em poucos dias, motivo pelo qual o metodo 
e empregado com frequencia quando e necessario um diag¬ 
nostico rapido, como ocorre em pacientes imunodeprimidos. 

- Pesquisa de anticorpos 

Existem varios testes disponiveis para o diagnostico soro- 
logico das infecqoes por CMV. A escolha do teste depende 
basicamente do tipo de informaqao que se quer buscar, mas 
o custo, a necessidade de equipamentos, o tempo de execucao 
e a facilidade de execucao sempre devem ser levados em con- 
sidera^ao. 

Fixa0o do complemento 

Durante muitos anos, a reaqao de fixaqao do complemento 
(RFC) foi o unico teste disponivel para detectar anticorpos 
anti-CMV. A RFC foi amplamente usada para estudos soro- 
epidemiologicos 38 e para o diagnostico de infec^ao adquirida 
(citomegalomononucleose), a partir da ascensao de titulos 
entre a fase aguda e a convalescenqa. Nesse ultimo caso, o nivel 
maximo de anticorpos so e atingido de 4 a 6 semanas apos o 
inicio do quadra clinico. 

Embora nao exija equipamentos dispendiosos, e se dispo- 
nha de reagentes comerciais, e um metodo que exige padro- 
nizaqao muito rigida, tecnicos altamente treinados, sendo 
tambem um pouco demorado. Alem disso, a RFC e menos 
sensivel que outros metodos disponiveis para detec^ao de 
anticorpos anti-CMV, sendo, por essa razao, cada vez menos 
usada na rotina. 19 

Aglutina0o passiva de particulas de latex 

Nesse metodo, particulas de latex sao revestidas com anti¬ 
genos do CMV e aglutinadas na presen^a de anticorpos especi- 
ficos. A leitura e feita por inspe^ao visual, e a reaqao completa 
pode ser feita em 15 min, ja que nao exige lavagens, longas 
incuba^oes ou tratamentos adicionais. Trata-se de metodo 
bastante sensivel e especifico. 39,40 Analogamente a RFC, pode 
ser utilizado para inqueritos soroepidemiologicos, triagem de 
doadores de sangue ou aumento do titulo de anticorpos em 
amostras pareadas de sangue. 39-41 

Reagdo de imunofluorescencia indireta 

Tern como grande vantagem a possibilidade de permitir 
a detec^ao separada de anticorpos IgM. 42 Esse teste exige a 
manuten^ao de fibroblastos humanos em cultura no laborato¬ 
rio, que sao inoculados com cepa padrao do CMV (em geral, a 
cepa AD 169). Quando aparece efeito citopatico caracteristico, 
as celulas sao fixadas em acetona e utilizadas para pesquisa dos 
anticorpos. 
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A pesquisa de anticorpos IgM pode ser empregada para o 
diagnostico de infec^oes congenitas, ja que estes nao cruzam 
a barreira placentaria, sendo tambem extremamente util para 
diagnosticar quadros de infecgao primaria pelo CMV (citome- 
galomononucleose) em pacientes imunocompetentes. 

Testes imunoenzimaticos 

Os ensaios imunoenzimaticos, principalmente o ELISA, tem 
substituido os metodos tradicionalmente usados para detec- 
9&0 de anticorpos anti-CMV nos ultimos anos. Apresentam 
sensibilidade e especificidade semelhantes as da imunofluo- 
rescencia indireta , 43 mas tem como vantagem a possibilidade 
de permitir o processamento de grande numero de amostras. 

O teste e feito utilizando-se placas plasticas com cavida- 
des revestidas com antigenos purificados do CMV. O soro do 
paciente e adicionado a essas cavidades, e os anticorpos IgG ou 
IgM anti-CMV, se presentes, ficarao ligados aos antigenos. A 
revela^ao e feita com anticorpos anti-imunoglobulina humana 
anti-IgG ou IgM (dependendo do tipo de anticorpo que se quer 
pesquisar), conjugados a enzimas, e o respectivo substrato da 
enzima utilizada. A intensidade da cor que se desenvolve com 
a rea^ao enzima-substrato depende da quantidade de enzima 
presente, que, por sua vez, depende da quantidade de anticor¬ 
pos, sendo a leitura feita com um espectrofotometro. Existem 
diferentes kits comercialmente disponiveis, e o resultado pode 
ser dado em poucas horas. 

► Correlaqio di'nico-laboratorial 

- Infeqao congenita 

Classicamente, o teste de elei^ao para diagnostico de infec- 
^ao congenita pelo CMV e o isolamento do virus na urina , 44 
embora possa ser isolado da orofaringe e outros fluidos. A 
excre^ao viral e prolongada, podendo durar meses ou mesmo 
anos. Para se ter certeza de que a infec^ao e congenita e nao 
perinatal, o isolamento deve ser feito nas 2 primeiras semanas 
de vida. Os fibroblastos humanos constituem a unica linhagem 
celular que permite a replicagao e identifica^ao do CMV in 
vitro; o aparecimento do efeito citopatico caracteristico pode 
demorar ate 4 semanas, sendo este um dos principals obsta- 
culos para o uso rotineiro dessa tecnica. O shell-vial repre- 
senta uma alternativa mais rapida de diagnostico, sendo sua 
sensibilidade semelhante ao isolamento classico . 36 Contudo, 
mais recentemente, o PCR tem substituido o isolamento viral 
por apresentar sensibilidade semelhante com a vantagem de 
permitir um diagnostico mais rapido que o isolamento viral. 
Alem disso, a determina^ao de DNA do CMV por PCR no 
sangue do RN ao nascimento parece ser tao sensivel e espe- 
cifica quanto a PCR da urina para o diagnostico de infec^ao 
congenita pelo CMV . 28 

A pesquisa de anticorpos IgG nao tem grande aplica^ao 
devido a passagem passiva de anticorpos IgG maternos pela 
placenta. Por outro lado, a persistencia desses anticorpos ou 
o aumento do titulo dos mesmos durante os meses seguintes 
sugere infec^ao congenita. No entanto, nesse caso fica dificil 
excluir a possibilidade de infeegao perinatal. A medida que os 
anticorpos maternos passivos fossem desaparecendo, surgi- 
riam os anticorpos produzidos pelo RN ao sofrer infec^ao no 
momenta do parto ou nas semanas imediatamente seguintes. 
Como os anticorpos IgM nao ultrapassam a barreira placen¬ 
taria, sua dete^ao no RN possibilita o diagnostico de infec- 


<^ao congenita. Entretanto, sua sensibilidade e inferior ao iso¬ 
lamento viral, pois sao detectados em apenas 50 a 70% dos 
recem-nascidos infectados . 2 A competi^ao dos anticorpos IgM 
do RN com os anticorpos IgG maternos pelos antigenos pre¬ 
sentes na lamina de imunofluorescencia ou na placa do ELISA 
pode contribuir para os resultados falso-negativos. A separa- 
£ao das frames IgG e IgM do soro antes do teste pode diminuir 
consideravelmente esse problema, existindo varias maneiras 
de se fazer essa separa^ao no laboratorio . 19 A utiliza^ao do 
teste ELISA de captura de IgM tambem representa um meio 
efetivo de diminuir os casos falso-negativos. Nesse teste, o ori- 
ficio da placa e recoberto com anticorpos anti-IgM humanos, 
que vao “capturar” somente as moleculas de IgM presentes no 
soro a ser testado. Assim, todos os anticorpos IgG e eventu- 
ais complexos IgG-fator reumatoide serao eliminados com a 
lavagem inicial da rea^ao. A seguir, adicionam-se antigenos 
do CMV, que se ligarao somente se houver moleculas de IgM 
anti-CMV “capturadas”, e depots um conjugado anti-CMV 
secundario e substrato. Por outro lado, pode haver resultados 
de IgM falso-positivos, devido a eventual presen^a no sangue 
no recem-nascido de fator reumatoide, que e uma imunoglo- 
bulina de classe IgM com atividade inespecifica contra IgG 
humana . 43 Desse modo, os anticorpos passivos IgG anti-CMV 
presentes no soro do RN, ao se ligarem aos antigenos do CMV 
presentes nas laminas de IFI ou nas placas de ELISA, serao 
“reconhecidos” pelo fator reumatoide, o qual, por sua vez, sera 
“reconhecido” pelo conjugado anti-IgM humano utilizado em 
ambas as reagoes. Por esse motivo, e obrigatoria a pesquisa 
e, se positiva, a remo^ao do fator reumatoide sempre que se 
tenha uma amostra de sangue positiva para IgM. 

Existem outras alternativas para contornar o problema do 
fator reumatoide, como a separa^ao da fra^ao IgM por dife¬ 
rentes metodos, e a utiliza^ao do teste ELISA de captura de 
IgM . 19 

A exemplo da excre^ao viral, a positividade do IgM anti- 
CMV pode persistir por muitos meses. 

fnfeqao congenita intrauterina 

Frente a uma suspeita consistente de infec^ao aguda pelo 
CMV na gestante ou quando se detecta alguma anormalidade 
no ultrassom fetal compativel com esse diagnostico (retardo 
do crescimento, ventriculomegalia cerebral, ascite, calcifica- 
^oes intracranianas, ou volume diminuido de liquido amnio- 
tico), existe indica^ao de investigar a possibilidade de infec^ao 
intrauterina pelo CMV. Como a absoluta maioria das infec^oes 
maternas pelo CMV e subclinica, a hipotese de infec^ao aguda 
pelo CMV durante a gesta^ao ocorre, em geral, em conse- 
quencia da detec^ao na gestante de IgM para o CMV durante 
exames pre-natais de rotina. O problema que surge a partir 
desse resultado esta relacionado com o baixo valor preditivo da 
detec^ao de IgM para o CMV na gesta^ao para infec^ao conge¬ 
nita. Na fase inicial da infec^ao primaria, as concentrates de 
IgM podem ser muito baixas, confundindo a sua interpreta- 
<;ao clinica. A resultante e que somente 10 % das gestantes com 
IgM positivo darao 4 luz uma crian^a com infec^ao congenita 
pelo CMV . 46,47 Por isso, nesses casos, esta indicada a pesquisa 
da avidez de anticorpos IgG. Esse teste baseia-se na dinamica 
da matura^ao dos anticorpos IgG, que cursa com baixa avidez 
(< 30%) nas primeiras 8 a 12 semanas da infec^ao primaria. 
Assim, percentuais inferiores a 30% sugerem que a infeegao 
primaria aguda tenha ocorrido ha menos de 2 meses. Por 
outro lado, na reinfeegao ou na reativa^ao da infec^ao, a res- 
posta de anticorpos IgG e rapida e feita basicamente a custa 
de anticorpos de alta avidez. Assim, o teste de avidez de IgG 
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tem sido amplamente utilizado para sugerir a diferencia^ao de 
infec^oes agudas primarias das infec^oes secundarias. O teste 
de avidez de IgG tem valor preditivo negativo proximo a 100% 
em casos de gestantes com IgM positivo nas primeiras senna- 
nas da gesta^ao. Contudo, embora o teste de avidez de anti- 
corpos IgG possa afastar, com boa margem de seguran^a, uma 
falsa infectao primaria, quando aponta para uma infectao 
primaria verdadeira, seu valor preditivo para infectao conge¬ 
nita confirmada e de apenas 25%, ja que nem sempre ocorre 
infectao fetal durante a infectao primaria materna. 48 

O passo seguinte consiste em demonstrar a present a do 
CMV no liquido amniotico. A pesquisa - por PCR ou por iso- 
lamento viral em culturas celulares - esta indicada a partir da 
21 a semana de gesta^ao. Em gestantes com infectao primaria 
confirmada, a demonstrate do CMY no liquido amniotico 
tem valores preditivos negativos proximos de 100% tanto com 
o isolamento viral quanto com a PCR. Contudo, diferentes estu- 
dos mostram valores preditivos positivos (VPP) proximos de 
100% com o isolamento viral, mas as taxas variam de 50 a 100% 
com a PCR, talvez pela maior sensibilidade desta tecnica. 47 

Alguns autores recomendam a confirma^ao da detec^ao do 
CMV no liquido amniotico por pelo menos duas tecnicas dife¬ 
rentes para maior seguran^a diagnostica. 49 

■ Infectao perinatal 

A exemplo da infectao congenita, as tecnicas mais utiliza- 
das para o diagnostico de infectao perinatal sao o isolamento 
viral ou a PCR em amostra de urina. No entanto, esse diag¬ 
nostico so pode ser feito se tivermos uma amostra de urina 
colhida nas primeiras 2 semanas de vida negativa para o CMV 
e outra positiva a partir da quarta semana de vida. 7 9 A negati- 
vidade de anticorpos IgM ao nascimento com posterior posi- 
tivatao tambem confirma esse diagnostico. 

Assim como na infectao congenita, a excre^ao viral na 
urina e orofaringe e prolongada, bem como a positividade do 
IgM. 

- Infecgao adquirida (citomegalomononudeose) 

Para o diagnostico de infectao adquirida pelo CMV, a tec¬ 
nica de elei^ao e a sorologia. No caso de empregar-se uma 
tecnica para detec^ao de anticorpos IgG, deve-se demonstrar 
viragem sorologica (soro colhido na fase aguda negativo e, na 
convalescent^, positivo) ou aumento de titulo de 4 vezes ou 
mais no soro de convalescent a em relatao ao soro colhido na 
fase aguda. 

No caso de utilizar-se tecnica que permita a detectao de 
IgM, geralmente uma unica amostra colhida na fase aguda 
da doenta ja e suficiente para fazer o diagnostico, desde que 
afastada a possibilidade de rea^ao falso-positiva pela presenta 
de fator reumatoide. Entretanto, e importante salientar que, 
algumas vezes, o IgM pode demorar 2 ou ate 3 semanas para 
positivar-se, sendo, por isso, recomendavel a repetitao do 
exame negativo se ele foi colhido mais precocemente. Uma 
vez presentes, esses anticorpos permanecem na circulatao por 
algumas semanas e desaparecem, geralmente, apos 3 meses. 

Nas infectoes adquiridas, a detectao do CMV por meio 
da PCR ou do isolamento viral na urina e outras secrecoes, 
incluindo o s6men, e frequente. No entanto, essas tecnicas nao 
sao utilizadas rotineiramente nesses casos, nao so pela facili- 
dade diagnostica oferecida pela sorologia, como tambem pela 
present a, na populatao geral, de excretores assintomaticos do 
CMV. 


- Pacientes imunocomprometidos 

O diagnostico de citomegalovirose no paciente imuno- 
comprometido e complicado pelo fato de que a grande parcela 
deles - se nao todos -, desde que sejam previamente soropo- 
sitivos, irao apresentar, em alguma epoca de sua evolutao, evi- 
dencias de infectao ativa (replicatao viral), sem que haja, na 
maioria das vezes, presenta de doenta clinicamente manifesta. 
A infectao ativa pode ser identificada por sorologia, ou pelo 
isolamento do virus ou presenta de antigenos ou DNA viral 
em diferentes locais do organismo. 

Desse modo, para atribuir ao CMV determinada mani¬ 
festa tao clinica, e fundamental demonstrar, direta ou indire- 
tamente, a presenta do virus no local afetado, sendo a unica 
excetao a retinite pelo CMV, por apresentar lesoes caracterfs- 
ticas que podem ser visualizadas por meio de exame de fundo 
de olho. Ha varias tecnicas que podem ser usadas para detec¬ 
tao do CMV nos tecidos, como o exame histopatologico e o 
exame imuno-histoquimico empregando anticorpos mono- 
clonais anti-CMV, sendo esta ultima mais adequada por apre¬ 
sentar maior sensibilidade. A PCR nao e indicada com essa 
finalidade porque seu valor preditivo positivo e baixo, princi- 
palmente na vigencia de viremia pelo CMV. 

Alem disso, e importante salientar que o comportamento 
do CMV e diferente conforme a doenta imunodepressora em 
questao. Assim, enquanto a demonstratao do CMV no pul- 
mao ou lavado bronco alveolar de um paciente submetido a 
transplante de medula indica, com grande probabilidade, que 
existe ou existira, em breve intervalo, pneumonite, 50 o mesmo 
nao acontece em pacientes portadores de AIDS. 51,52 

Do mesmo modo, em alguns tipos de transplante de orgaos 
(p. ex., rim e figado) e importante diferenciar a infectao pri- 
maria da reativatao ou da reinfectao pelo CMV, ja que no pri- 
meiro caso a probabilidade de adoecimento e muito maior. 15 
O mesmo nao acontece em transplantes de medula, em que 
essa diferenta, em relatao ao CMV, nao tem a mesma impor- 
tancia. 

Dentre as particularidades desse grupo de pacientes, des- 
taca-se tambem o fato de que, ao contrario do que ocorre no 
paciente imunocompetente, no imunodeprimido a existencia 
de IgM nao significa obrigatoriamente infectao primaria, ja 
que e relativamente frequente observarem-se pacientes pre¬ 
viamente soropositivos que, ao apresentarem reativatao ou 
reinfectao pelo CMV durante a doenta imunodepressora, 
positivam o IgM. 16,53 Assim, a sua ocorrencia nao pode ser 
utilizada isoladamente para diferenciar a infectao primaria da 
reativatao ou da reinfectao. 

Embora a demonstratao direta ou indireta da presenta do 
virus no orgao acometido seja o melhor meio de comprovar 
laboratorialmente a participatao do CMV naquele determi- 
nado quadro clinico, muitas vezes nao se dispoe de biopsias 
para executar essa pesquisa. Uma alternativa para esses casos 
6 a pesquisa do CMV no sangue, pois esta demonstrado que 
existe uma boa correlatao entre viremia positiva, carga viral 
elevada e doenta invasiva pelo CMV. Essa correlatao e a base 
do que atualmente denomina-se “vigilancia viral pos-trans- 
plante”, na qual e feito o monitoramento sistematico da vire¬ 
mia pelo CMV no periodo pos-transplante, introduzindo-se, 
dependendo do resultado, tratamento anti-CMV antes do ini- 
cio dos sintomas (tratamento pre-sintomatico ou preemptive ). 
Hoje, existe um consenso de que a vigilancia viral em recep- 
tores de transplantes deve ser feita empregando-se uma das 
tecnicas quantitativas disponiveis, pois esta bem estabelecido 
que o risco de adoecimento e maior quando a carga viral do 
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CMV no sangue e maior. 54 Dentre as tecnicas rapidas quanti- 
tativas utilizadas atualmente, encontram-se a pesquisa direta 
do antigeno pp65 do CMV em neutrofilos circulantes (tecnica 
da antigenemia) e a PCR em tempo real. Diversos estudos tern 
mostrado uma boa correla^ao entre a PCR em tempo real e 
a antigenemia pp65. 29,33,35 Contudo, valores de corte especi- 
ficos para iniciar a terapeutica pre-sintomatica devem ser 
determinados de acordo com o teste utilizado (PCR em tempo 
real ou antigenemia pp65) e tipo de transplante. Se possivel, 
validado em cada centra por meio de estudos prospectivos, 
jd que a maioria dos centres de transplante utiliza tecnicas in 
house nao comerciais. A escolha de um ou outro metodo vai 
depender das facilidades encontradas nos diferentes centros 
de transplante e da experiencia da equipe com um ou outro 
metodo. Isso deve ser estabelecido prospectivamente, pois 
ainda nao esta totalmente definido, em rela^ao a cada sub- 
grupo de doen 9 as imunodepressoras, qual dessas tecnicas tern 
o melhor valor preditivo para adoecimento. 
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A dengue (DEN) e uma doen^a infecciosa provocada por 
um virus da familia Elaviviridae, genoma de RNA, que apre- 
senta quatro sorotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4) 
e esta relacionada nao apenas com as condi^oes socials da 
popula^ao, mas tambem com os descuidos e desmandos no 
armazenamento ou descarte de produtos que podem acu- 
mular agua. Pequenos volumes de agua sao suficientes para 
a multiplica^ao de larvas de mosquitos, Aedes albopictus e 
Aedes aegypti, principals responsaveis por sua transmissao. 
A transmissao da doen^a pelo controle dos vetores e meta 
que esta muito longe de ser atingida. Nenhuma iniciativa foi 
capaz, ainda, de estabelecer o controle da doen^a visando 
a sua erradica^ao. Os objetivos nao for am alcana ados com 
a utiliza^ao de procedimentos simples, como a conscienti- 
za^ao da popula^ao sobre aguas paradas, nem por meio de 
pesquisas complexas, como o uso da engenharia genetica na 
modifica^ao dos vetores. 

A Organiza^ao Mundial da Saude (OMS) estima que no 
mundo ocorram aproximadamente 100 milhoes de casos 
anualmente, com cerca de 20.000 mortes, e que mais de dois 
bilhoes de pessoas transitem em areas de risco de contrair a 
doen^a. Esses dados estao subestimados por falta de infor- 
ma^oes concretas sobre a ocorrencia da doen^a em muitas 
regioes da Africa e do Sudeste Asiatico. Dados concretos 
para as Americas foram apresentados por Guzman, em 2011, 
ao comentar os casos notificados pela PAHO/OMS para o 
periodo de 1980 a 2010. Em 1981, Cuba foi o pais respon- 
savel pelo maior numero de casos clinicos da doen^a, com 
344.203 dos quase 400.000 casos que foram notificados na 
regiao. Durante o periodo de 1982 a 1997, o numero total de 
casos oscilou entre 300.000 e 400.000, sem destaque indivi¬ 
dual para nenhum pais. Essa oscila$ao, considerada normal, 
mostrava que a transmissao vetorial estava parcialmente con- 
trolada com a conscientiza^ao da popula^ao para os riscos da 
expansao da doen^a. Porem, a partir de 1998 tivemos uma 
drastica mudan^a nesse quadro, com quase 800.000 casos 
da doen^a, principalmente no Brasil, com 535.338 casos, 
seguido da Colombia, Venezuela e Mexico, com cerca de 
50.000 casos cada um. Esses dados provocaram um alarme 
geral e diferentes medidas sanitarias foram adotadas nos pai- 
ses envolvidos, o que representou uma queda significativa do 
numero total de casos para patamares consider ados dentro 
da normalidade. Com a falta de cobran^a efetiva das medi¬ 
das implantadas, a doen^a recrudesceu em 2002, quando o 
Brasil novamente liderou a lista de paises acometidos, com 
780.644 dos mais de 1.000.000 dos casos notificados, seguido 
da Colombia, Venezuela e Honduras. Apos mais um periodo 
de normalidade entre 2002 e 2007, vimos aumento significa¬ 
tive no numero de casos, com destaque para o ano de 2009, 
com 1.700.000 (Brasil, 528.883; Mexico, 165.748; Bolivia, 
82.159; Colombia, 71.079; Venezuela, 65.869; e Argentina, 
26.612), e 2010, com quase 2.000.000 de casos, dos quais 
1.004.392 ocorreram no Brasil. A maior incidencia de casos 
no Brasil e notificada no estado do Rio de Janeiro. Diante 
desses numeros, nao ha como negar o descaso dos governos 
com os programas de controle da dengue. A vigilancia sani¬ 
taria precisa estar sempre atenta aos criadouros dos mos¬ 
quitos para elimina-los, mesmo que seja desgastante para os 
governos implementar as a^oes que devem ser realizadas. 

A apresenta^ao grave da doen$a, a dengue hemorragica 
(DH), ocorre em mais de 100 paises, aumentando o risco de 
obitos na popula^ao atingida. No Quadro 5.1 apresentamos 
dados da PAHO/OMS sobre a ocorrencia de obitos por den¬ 
gue hemorrdgica nas Americas no periodo de 2001 a 2010. 


Quadro 5.1 ■ Regioes afetadas pela dengue, no periodo de 2001 a 
2010, numero total de casos, porcentagem de dengue hemorragica 
ede obitos. 

Regiao 

Total de casos 

DH 

Obitos 

America do Norte 

553 

0 

0 

America Central e Mexico 

952.903 

36.603 (3,8%) 

441 (1,2%) 

Regiao Andina 

1.411.524 

74.909 (5,3%) 

599 (0,8%) 

Cone Sul 

4.930.788 

30.703 (0,6%) 

1.265 (4,1%) 

Caribe 

318.771 

5.160(1,6%) 

493 (9,5%) 

Total 

7.614.539 

158.788 (2,1%) 

2.798 (1,8%) 


DH = dengue hemorragica. 


Esta demonstrado que o aumento da gravidade nos casos de 
dengue esta relacionado com o constante aumento da circula- 
^ao dos quatro sorotipos do virus em areas urbanas densamente 
povoadas, que podem provocar dengue, dengue hemorragica 
e sindrome do choque (DC). Uma observa^ao epidemiologica 
relacionada com o sorotipo responsavel pela infec^ao prima- 
ria mostrou que sorotipos dos grupos 1 e 3 frequentemente se 
relacionam com complicates mais graves do que infeafoes 
primarias provocadas por sorotipos dos grupos 2 e 4. 

A patogenia da doen^a e sua evolu^ao para formas graves ainda 
esta longe de ser esclarecida, embora existam numerosos estudos 
a respeito. Em geral, as infec^oes sao assintomaticas ou subclinicas 
e provocam leves sintomas. Quando a doen^a se instala temos um 
quadro clinico constituido por febre alta, intensa dor de cabe^a, 
dores musculares, dores articulares e rash cutaneo. Em alguns 
casos, os pacientes podem apresentar petequias e trombocitope- 
nia. Uma porcentagem nao definida, mas estimada, de pacientes 
pode evoluir para formas graves da doen^a, dengue hemorragica 
e sindrome do choque, na qual ocorre o comprometimento do 
sistema hematologico com falha na circula^ao sanguinea. 

Tambem ainda nao dispomos comercialmente de vacinas 
eficazes e medicamentos especificos que possam ser utiliza- 
dos quando existe suspeita clinica da doen^a. No ano de 2012 
foram avaliados, pelo menos, 12 produtos candidatos a base de 
vacina. Expectativas otimistas estao relacionadas com os pro¬ 
dutos desenvolvidos por Sanofi-Pasteur em colabora^ao com 
uma universidade na Tailandia e GlaxoSmithKline, em cola- 
bora^ao com Walter Reed Army Institute, que se encontra em 
fase mais adiantada do estudo. No Brasil, o Institute) Butanta 
esta desenvolvendo uma vacina contra os quatro sorotipos do 
virus da dengue que se encontra na fase de pesquisa e desen- 
volvimento, sem previsao para entrar em comercializa^ao. 

Normalmente o diagnostico da dengue se baseia em acha- 
dos clinicos, epidemiologicos ou laboratoriais, incluindo 
exame hematologico, dosagem de albumina, prova de fun^ao 
hepatica e exame de urina para pesquisar a presen^a de hema¬ 
turia, sendo a febre, durante o surto epidemico, a informa^ao 
clinica mais relevante a ser considerada. A prova do la^o, para 
verificar a forma^ao de petequias, e amplamente utilizada 
durante os surtos epidemicos, embora nao seja especifica. 

>■ Diagnostico laboratoriai 

O diagnostico laboratoriai da dengue e complexo e exige 
metodologia capaz de diferenciar as fases clinicas da doen^a, 
principalmente a infec^ao primaria, de curta dura^ao e dificil 
de ser diagnosticada clinicamente. 
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Assim, os metodos de laboratorio devem ser padronizados 
para realizar o diagnostico da infec^ao primaria durante a fase de 
viremia (microbiologico - isolamento do virus; biologia molecu¬ 
lar - rea^ao em cadeia da polimerase [PCR] e PCR em tempo real 
[RT-PCR]; e imunologicos - pesquisa de componentes antigeni- 
cos do virus) e confirmar a infec^ao viral e, durante a fase secun¬ 
daria, para pesquisar anticorpos IgM e IgG contra sorotipos do 
virus. O aumento do tltulo de anticorpos IgG entre duas coletas 
de sangue, avaliado por teste imunoenzimatico - ELISA, inibi^ao 
da hemaglutina^ao ou neutraliza^ao, confirma infec^ao anterior 
pelo virus. Como especimes cllnicos podem ser utilizados san¬ 
gue total, ideal para inqueritos soroepidemiologicos e para testes 
rapidos, soro, plasma e ff agmentos de orgaos colhidos post mor¬ 
tem para isolamento e identifica^ao do virus e seu sorotipo. 

A Figura 5.1 mostra a evolu^ao da infec^ao primaria desde 
o perlodo febril ate a presen^a de anticorpos IgG em altos tltu- 
los que permanecem positivos por muitos anos como memo- 
ria da infec^ao viral. Nessa fase, metodos de biologia mole¬ 
cular tern sido padronizados para a pesquisa do DNA viral e 
comparados com metodos imunologicos para a pesquisa da 
protelna nao estrutural NS1 e/ou para outros componentes 
antigenicos do virus. Embora demande custos mais elevados, 
o metodo de PCR em tempo real tern apresentado resultados 
promissores, mas ainda nao instaura nenhuma perspectiva de 
termos no mercado um produto para ser comercializado. A 
presen^a de anticorpos IgM em uma unica amostra de soro do 
paciente confirma a infec^ao na fase inicial da doen^a, mas sua 
detec^ao ocorre apenas apos o inlcio da doen^a. 

Em 2010, Peeling et al. publicaram uma excelente avalia^ao 
dos diferentes testes utilizados para o diagnostico da dengue. 
Inicialmente, apresentaram os requisitos para um teste ideal 
levando em considera^ao as necessidades para o diagnostico 
precoce, surtos epidemicos, inqueritos soroepidemiologicos e 
avalia^ao da eficacia vacinal. Os requisitos apresentados pelos 
autores nao diferem dos requisitos necessarios para o diagnos¬ 
tico de qualquer processo infeccioso, seja de origem viral, bacte- 
riana, fungica ou parasitologica. No caso especifico da dengue, 
os testes devem ser padronizados para o diagnostico durante 
o perlodo febril da doen^a, como ja dito anteriormente. Um 

Outros 



- temperatura -anticorpos IgM 

virus na circulagao anticorpos IgG 

Figura 5.1 Marcadores imunologicos, moleculares e microbiologicos 
da infec?ao por dengue durante o perlodo febril. Adaptada de Vaughn 
et at., 1997. 


aspecto interessante que deve ser lembrado durante o perlodo 
febril, em areas endemicas da doem;a, e a possibilidade de isolar 
o virus para identificar o sorotipo que esta circulando. 

Nessa fase, os testes deverao ser muito senslveis e capazes de 
diferenciar as infec^oes por virus da dengue de outros processos 
infecciosos com quadro cllnico semelhante. Alem disso, os testes 
deverao ser de facil execu^o, para serem realizados em diferen¬ 
tes locais de areas rurais ou urbanas, onde muitas vezes a infraes- 
trutura fisica e precaria e os recursos humanos sao limitados. 

O isolamento do virus para a caracteriza^ao dos sorotipos 
requer condi^oes especiais de infraestrutura fisica e humana. 
Para a cultura do virus da dengue normalmente sao utilizadas 
celulas de mosquitos ou celulas de linhagem contlnua, VERO 
ou LLCMK2, com sangue total, soro ou plasma como material 
biologico. Normalmente, os sorotipos sao assim identificados: 
por meio de anticorpos monoclonais espedfieos para os diferen¬ 
tes sorotipos marcados com isotiocianato de fluorescelna para a 
imunofluorescencia direta e por meio de anticorpos anti-imuno- 
globulinas de camundongos marcados com isotiocianato de fluo- 
rescelna para a imunofluorescencia indireta. A caracteriza^ao dos 
sorotipos por biologia molecular tern apresentado bons resultados 
quando a RT-PCR e utilizada, pois essa tecnica permite, alem da 
quantifica^ao da carga viral, o processamento de grande numero 
de amostras simultaneamente. Resultados falso-positivos, a falta 
de padroniza^ao e industrializa^ao de um reagente definitivo e a 
ausencia de registro do produto nos orgaos competentes de saude 
de cada pals limitam o uso dessa tecnica para produtos feitos in 
house em laboratories especializados em virologia. 

Os metodos imunologicos para a detec^ao de componentes 
antigenicos do virus sao padronizados para serem utilizados 
na fase precoce da infec^ao. Um antlgeno-alvo interessante que 
esta sendo exaustivamente estudado e a protelna nao estru¬ 
tural NS1, que se apresenta em altas concentrates no soro de 
pacientes durante a fase primaria da infec^ao. O tempo de clare- 
amento desse antlgeno e variavel, sendo em media de 9 dias apos 
o inlcio da doen^a. Anticorpos monoclonais contra o antlgeno 
NS1 foram produzidos e estao sendo usados em testes rapidos 
imunocromatograficos e em testes imunoenzimaticos. A protelna 
NS1 esta presente nos quatro sorotipos do virus e sua detec^ao 
nao permite a diferencia^ao do tipo de virus que esta circulando 
e causando a doen^a. A possibilidade de falsos resultados nega¬ 
tives pode ocorrer quando a protelna NS1 esta complexada com 
anticorpos. Esse fato pode ocorrer, principalmente, no inlcio da 
fase secundaria da doen^a e pode ser evitado pelo tratamento dos 
soros com substeincias qulmicas que dissociam o complexo. 

O diagnostico sorologico da dengue fundamenta-se na pes¬ 
quisa de anticorpos IgM e IgG contra componentes antigenicos 
do virus. Durante a fase primaria da infec^ao, anticorpos IgM 
sao detectados apos o inlcio dos sintomas e permanecem ele¬ 
vados ate o quinto dia da doen^a, quando come^am a declinar. 
Na fase secundaria da doen^a os anticorpos IgM sao detectados 
em baixos tltulos sem apresentarem valor cllnico a nao ser que 
se elevem significativamente, o que pode estar relacionado com 
uma nova infec^ao provocada por outro sorotipo do virus. 

Anticorpos IgG antivirus da dengue estao presentes em altos 
tltulos na fase secundaria da doen^a, o que confere ao paciente uma 
certa prote^ao se tiver novo contato com virus do mesmo sorotipo. 
Rea^oes inespeclficas, com falsos resultados positivos, estao pre¬ 
sentes entre os quatro sorotipos e outras flaviviroses. A importancia 
cllnica da pesquisa de anticorpos IgG esta relacionada com inque¬ 
ritos soroepidemiologicos, com o diagnostico da infec^ao (quando 
se observa o aumento significativo de tltulos entre duas coletas de 
sangue do mesmo paciente) e com a avalia^ao da eficacia vacinal. 

Os testes que estao disponlveis comercialmente no Brasil sao 
os ensaios imunoenzimaticos do tipo ELISA e os testes rapidos 
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Quadro 5 2 ■ Produtos disponiveis no Brasil, tempo necessario para a realizafao, principle da tecnica e fabricante. 

Produto 

Tempo (min) 

Princfpio 

Fabricante 

Kit Platelia Dengue NS1 Ag 

120 

Deteqao qualitativa ou semiquantitativa do antigeno NS1 por ELISA 

Bio-Rad Laboratories Inc. - Franga 

Aft Dengue NS1 Ag Strip (Teste Rapido) 

15 

Detecgao qualitativa do antigeno NS1 do virus da dengue no soro ou plasma 
humano por imunocromatografia de fluxo lateral 

Bio-Rad Laboratories Inc - Franga 

Simplexatm Dengue kit 

60 

PCR em tempo real para rea0o multiplexdesenvolvido e destinado a deteccao 
qualitativa e diferenciagao in vitro dos sorotipos dos virus DENV1,2,3 e 4 

Focus Diagnostic Inc. - EUA 

Dengue IgG IgMTeste rapido 

15 

Imunocromatografia para deteqao da infeqao pelo virus da dengue 
diferenciando as infeqoes primaria e secundaria 

PanBio 

Dengue IgG Indireto 

130 

Metodo ELISA para deteqao dos sorotipos DENV 1,2,3 e 4. Faz a distingao 
entre as infeegoes primaria e secundaria 

PanBlo 

Dengue IgM Captura 

130 

Metodo ELISA para deteegao de anticorpos fgM. Detecta os sorotipos DENV 1,2,3 e4 

PanBio 

Dengue NS1 

130 

Metodo ELISA para deteegao qualitativa do antigeno NS1 da dengue. Auxilia 
no diagnostico precoce das infeegdes primaria e secundaria 

PanBio 

Dengue NS1 - Teste Rapido 

15 

Ensaio imunocromatografico para deteegao qualitativa de antigeno NS1 

PanBio 

Dengue Duo Dengue NS1 + Ac Combo 

20 

Metodo de imunocromatografia de passo unico para deteegao qualitativa e 
diferencial do antigeno NS1 e anticorpos IgG e IgM 

SD Bioline 

Dengue NS1 Ag 

20 

Metodo de imunocromatografia de passo unico para deteegao qualitativa do 
antigeno NS1 

SD Bioline 


Metodo de imunocromatografia em fase solida para diagnostico in vitro, para SD Bioline 

deteegao qualitativa e diferencial de anticorpos IgG e IgM contra o virus da 
dengue, sorotipos DEN-1,2,3 e 4 

Metodo imunoenzimatico para deteegao qualitativa do antigeno NS1 SD Bioline 

Metodo de imunocromatografia para deteegao de anticorpos IgM e IgG nas Abon 
infecgdes primaria e secundaria 

Metodo de imunocromatografia para deteegao do antigeno NS1 e anticorpos Bioeasy Diagnostica Ltda. 
IgM e IgG nas infecgdes primaria e secundaria 

Metodo imunoenzimatico para deteegao de anticorpos IgM Omega Diagnostics Ltd. 

Metodo de imunocromatografia qualitativo rapido para a deteegao simultanea Omega Diagnostics Ltd. 

de anticorpos IgM e IgG para todos os quatrosorotipos do virus da dengue 

Teste rapido qualitativo para deteegao diferencial de anticorpos IgG e IgM Biocon 

contra os 4 sorotipos do virus da dengue (DENI, DEN2, DEN3, DEN4) 

imunocromatograficos, devidamente registrados na Anvisa para 
serem utilizados no diagnostico de casos suspeitos e monitora- 
mento de pacientes. A soroconversao ou o aumento de titulos 
entre duas coletas confirmam a infec^ao. Um fator que dificulta 
esse aspecto do diagnostico e a coleta de duas amostras de sangue 
do mesmo paciente. Por diversos motivos, geralmente o paciente 
nao retorna aos servi^os para a segunda coleta de sangue, princi- 
palmente se as areas em estudo forem de poucos recursos sociais. 

Um formato interessante de teste baseia-se na deteegao 
simultanea de antigeno (NS1) e anticorpos IgM e IgG. Varias 
empresas de biotecnologia tern explorado esse modelo visando 
ao diagnostico precoce da doen^a. Os reagentes disponiveis 
apresentam bons indices de sensibilidade, especificidade e, 
principalmente, reprodutibilidade entre sucessivos lotes. 

Os testes imunocromatograficos rapidos tern sido padronizados 
para serem utilizados com diferentes amostras biologicas, como 
sangue total, soro e plasma Nao existem estudos do uso de amostras 
de sangue colhidas em papel de filtro com reagentes comerdais. 

Como limita^oes dos testes rapidos, destacamos: o custo 
por teste e maior do que o dos testes convencionais; os resulta- 
dos sao qualitativos; a leitura e subjetiva, levando a um grande 
numero de resultados inconclusivos; nao sao recomendaveis 
para grandes rotinas; ha persistencia de rea^ao positiva em 
amostras de sangue de um numero nao determinado ate o 
momenta, alem do periodo estimado na literatura medica. 

Estudos comparativos de testes rapidos com RT-PCR ou 
cultura do virus mostraram sensibilidade de 93% e especifi¬ 
cidade de 98%. Comparado com o teste de hemaglutina^ao 
indireta, apresentou sensibilidade de 99,5% e especificidade de 


95%. Em rela^ao ao teste imunoenzimatico, ELISA, para a pes- 
quisa de IgG, IgM e NS1, a concordancia de resultados ficou 
proxima a 99% de sensibilidade e 98,5% de especificidade. 

No Quadro 5.2 apresentamos produtos disponiveis no mercado 
brasileiro e devidamente registrados na Anvisa. Os produtos da Bio- 
Rad sao distribuidos por Bio-Rad Laboratories Brasil Ltda, com 
pre^o medio por teste de U$ 3 para o kit Platelia e U$ 6 para o rea- 
gente imunocromatografico. Os produtos da FOCUS Diagnostics 
e da PANBIO sao distribuidos por Bio-Rad Laboratories Brasil 
Ltda. com pre^os variaveis entre U$ 3 e U$ 7 por teste. 
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Visitect Dengue 

20 

Dengue IgG/IgM Teste Biocon 

15 
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As hepatites virais constituem uma das principals preocu- 
pagoes de saude no mundo, com maior incidencia nos paises 
em desenvolvimento do que nos desenvolvidos. Embora seja 
uma doenga antiga, foi classificada apenas no seculo 20 como 
“hepatite infecciosa” ou “hepatite serica”, 1 com base em varios 
estudos epidemiologicos. Essas duas formas de hepatite foram 
distinguidas de acordo com o seu modo de transmissao, ou 
seja, oro-fecal a tipo A e parenteral a tipo B, respectivamente. 

Em 1963, Blumberg, analisando o sangue de um aborigene 
australiano, encontrou uma particula que foi denominada de 
antigeno Australia (AU), e posteriormente ela foi relacionada 
com a hepatite B. 1 A etiologia viral da hepatite B foi estabe- 
lecida por meio de estudos com microscopia eletronica por 
Dane em 1970, e essa particula passou a se chamar particula 
de Dane, 1 que corresponde a particula viral completa do virus 
da hepatite B (HBV). Entre as hepatites virais humanas, a cau- 
sada pelo HBV foi a primeira a ter o genoma de seu agente 
causal identificado e caracterizado. 

Essas descobertas possibilitaram o desenvolvimento de 
testes sorologicos para a pesquisa do virus, e, com isso, na 
decada 1970 foi introduzido na triagem sorologica de do ado¬ 
res de sangue um teste para detectar o antigeno de superficie 
do HBV (HBsAg). Com essa medida, houve diminuigao das 
hepatites pos-transfusionais (HPT), que antes ocorriam em 
ate 20% dos casos. 1 Com o aumento da sensibilidade dos tes¬ 
tes de radioimunoensaio (RIA) e imunoenzimaticos (ELISA) 
para detecgao do AgHBs, os casos de hepatite B foram drasti- 
camente reduzidos, embora ainda continuassem a ocorrer em 
pequena proporgao. Durante duas decadas, todas as hepatites 
que nao puderam ser identificadas pela utilizagao dos marca- 
dores sorologicos das hepatites A e B passaram a ser rotuladas 
de hepatites pos-transfusionais nao A nao B. Em 1989, Choo 
et al . 3 descobriram o virus da hepatite C (HCV) que pode ser 
associado a maioria dos casos pos-transfusionais de hepatite 
nao A nao B, os quais passaram a ser muito raros. Outros 
agentes, tais como o virus da hepatite G (HGV; e o virus TT, 
foram descobertos, porem nenhum que pudesse ser associado 
de modo definitivo a hepatite. 

► Hepatite A 

- Caractensticas e constitute) genomica 
do virus da hepatite A 

O virus da hepatite A (HAV) foi identificado, pelo metodo 
de imunoeletromicroscopia (Figura 6.1), 4 em 1973 por 
Feinstone et al. nas fezes de individuos infectados experimen- 
talmente, e sua propagagao em cultura de celulas foi feita, com 
sucesso, em 1979. 5 

O agente etiologico da hepatite A foi inicialmente classi- 
ficado como enterovirus, e em 1991 foi subclassificado em 
seu proprio e unico genero: Hepatovirus. Pertence a familia 
Picornaviridae, 6 e ate o momento foi identificado somente um 
sorotipo do IIAV humano. As cepas isoladas do HAV possi¬ 
bilitaram classifica-lo em sete genotipos que diferem de 15 a 
25% em sua homologia. Entre eles, quatro genotipos infectam 
o ser humano (I, II, III e VII), sendo os mais prevalentes o I 
e o III,' e tres infectam naturalmente primatas nao humanos 
(IV, V e VI). A caracterizagao dos genotipos pode ser utilizada 
para rastrear a transmissao da infeegao. 

A particula viral e pequena, esferica, com simetria icosae- 
drica, de diametro entre 27 e 32 nm, nao envelopada, e consiste 



Figura 6.1 Microscopia eletronica do HAV isolado em fezes humanas. 


em somente dois componentes, a proteina do capsidio e o RNA 
viral (Figura 6.2). O genoma e constituido por uma molecula 
de RNA positivo, fita simples, linear, de aproximadamente 
7,5 kilobases (kb) de comprimento, com uma fase de ieitura 
aberta que codifica uma poliproteina de 250 kilodaltons (kDa). 

O genoma do HAV consiste em uma regiao nao codifi- 
cadora na extremidade 5' (NCR) de 732 a 740 nucleotidios, 
que esta ligada covalentemente a proteina VPg. Nessa regiao 
podem ser encontradas as seis principais estruturas secunda- 
rias dominantes. 9 A regiao NCR na extremidade 3' tern 40 a 
80 nucleotidios ligados a uma cauda poli A. A regiao codi- 
ficante do genoma viral e composta de uma rase de Ieitura 
aberta (ORF) que e traduzida em uma poliproteina (PO) de 
2.227 aminoacidos, que, por meio de clivagem por proteolise 
se transforma na proteina viral madura. Essa regiao e dividida 
em PI, que compreende as proteinas do capsidio 1A (VP4), 
IB (VP2), 1C (VP3) e ID (VP1) e em regioes P2 e P3, que 
englobam as proteinas nao estruturais (2A, 2B, 2C e 3A, 3B 
e 3C), reguladoras da expressao genica e que sao necessarias 
para a repiica^ao viral (Figura 6.3), 9 

Dentro do citoplasma inicia-se a montagem do virion pela 
associa^ao das proteinas estruturais VP0 (formado pelo VP2 
e pelo VP4), VP1 e VP3, que formam um complexo iniciador 
com coeficiente de sedimenta^ao 5S. A uniao dessas estruturas 
forma um pentamero de 14S, 70S (capsidio complete) e 140S 
(particula completa). Depois dessa fase ha forma^ao de anti- 
corpos neutralizantes contra os principais epitopos con forma- 
cionais das proteinas estruturais. 10 

Em animais de experimenta^ao, virus vazios (particulas de 
14S e 70S) mostraram-se antigenicos, induzindo a forma^ao 
de anticorpos neutralizadores, e eficazes quando usados em 
testes imunoenzimaticos para diagnostico da infec^ao. O uso 
desses antigenos parece ser promissor na produ^ao de vacinas 
e testes imunoenzimaticos com proteinas recombinantes. 11 
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Figura 6.2 Representagao esquematica do HAV. 8 











Capftulo 6 | Hepatites Virais 


75 


• RNA do HAV 



Regiao aberta para leitura-1 3' 



Nao codificante Translagao 



Nao codificante 



• Polipeptfdio do HAV 


Estrutural 

NH, 

PI 

I 

■ Proteinas 


Nao estrutural 


COOH 


P2 

I 


P3 

I 



3A (pre-VPg) 

- 3B (VPg) 

™ 3C (protease) 


3D (RNA polimerase) 


Figura 6.3 Esquema do RNA do HAV e as suas principals proteinas. 10 


- Transmissao 

Apos ingestao do HAY, supoe-se que ele seja conduzido 
atraves do epitelio intestinal por um processo de transporte 
vetorial ainda nao bem conhecido. O fig ado e somente um 
orgao-alvo de lesao e a replicagao genomic a ocorre no 
citoplasma do hepatocito por um mecanismo que envolve 
uma RNA polimerase RNA-dependente. Do figado o HAV 
e transportado atraves dos ductos biliares para o intestino 
e, por ser resistente a inativagao pelas enzimas proteoli- 
ticas, biliares e intestinais, alcanga as fezes facilitando a 
transmissao oro-fecal. Essa e a principal via de transmis¬ 
sao e ocorre pela agua e por alimentos contaminados por 
fezes de individuos infectados pelo virus. Essa via acomete 
normalmente criangas que desenvolvem a doenga no tipo 
subclinico, sendo por esse motivo os principais reservato- 
rios desse agente. A transmissao do virus e mais comum 
quando ha contato intimo e prolongado de doentes com 
individuos suscetiveis a infecgao. Os adultos, na maioria 
das vezes, podem adquirir a doenga quando em contato 
com criangas infectadas em regioes nas quais ha falta de 
infraestrutura, com comprometimento do saneamento 
basico e, consequentemente, da higiene. Com a melhoria 
da infraestrutura, diminui a contaminagao infantil, e o 
perfil da infecgao passa a ser deslocado para individuos 
de outras faixas etarias, nos quais a doenga 6 sintomatica. 
A transmissao sanguinea e rara, pois o doador deve estar 
na fase viremica prodromica da infecgao ao doar sangue. 8 
Pode ocorrer a transmissao em hemofilicos que receberam 
fator VIII, pois o processo de inativagao com detergen- 
tes e solventes nao atua por completo no virus. 12 Como a 
VO e a principal fonte de infecgao e o virus e resistente ao 
pH acido para sobreviver no trato gastrintestinal, o trata- 
mento das verduras com acido acetico (vinagre) nao eli- 
mina o virus. 13 A vacinagao contra o HAV, paralelamente 
a melhores condigoes de higiene, pode prevenir e impe- 
dir sua disseminagao. Aos viaj antes para areas de grande 
endemicidade, recomendam-se medidas gerais de higiene 
tais como higienizagao das maos, cuidados com agua, 
gelo, frutas, verduras cruas e mariscos inadequadamente 
cozidos, 14 alem da vacinagao especifica, a melhor maneira 
de se prevenir a doenga. 


■ Evolugaodinica 

A hepatite A tern um periodo de incubagao de aproxima¬ 
damente 15 a 45 dias. A infecgao pode ocorrer de maneira 
esporadica, endemica ou epidemica. A maneira esporadica 
pode ocorrer em criangas e adultos; no caso da epidemica, em 
regioes de maior prevalencia, as criangas sao as mais atingidas, 
e nas regioes de menor preval&nca, as infecgoes predominam 
em jovens e adultos. A infecgao pode ser assintomatica ou sin¬ 
tomatica, icterica ou anicterica. Quando surgem os sintomas, 
sao indistinguiveis dos outros tipos de hepatites, com exce- 
gao da diarreia que ocorre na fase aguda em 60% das crian¬ 
gas e 20% dos adultos. O virus e excretado nas fezes, no final 
do periodo de incubagao e na primeira semana da doenga, 
aicangando uma concentragao de 10 8 particulas infecciosas 
por mEssas particulas permanecem viaveis nas fezes por 
30 dias depois de secas e apos congelamento. 13 

O HAV e relativamente resistente ao calor, eter ou acido. 
E inativado pela fervura (20 min), pela formalina (1: 4.000 a 
37°C por 72 h) por micro-ondas, pela utilizagao de cloro (1 
ppm por 30 min) e pela radiagao ultravioleta. 8 

- Epidemiologia 

O HAV e encontrado mundialmente, e a prevalencia da 
infecgao esta diminuindo em paises com alto padrao de higie¬ 
ne. 8 Em areas urbanas de paises com boas condigoes sani- 
tarias, apenas 30% dos adultos tern anticorpos IgG contra 
HAV; ja em paises subdesenvolvidos, 90% das criangas com 
aproximadamente 10 anos apresentam imunidade. Segundo a 
Organizagao Pan-Americana da Saude (OPAS), a estimativa de 
infecgao pelo HAV no Brasil e de aproximadamente 130 casos 
novos por 100.000 habitantes ao ano. 16 Com a melhoria das 
condigoes sanitarias no Brasil, o numero de criangas susceti¬ 
veis tern aumentado entre to das classes sociais. Essa mudanga 
no padrao epidemiologico da hepatite A acontece tambem 
em varias regioes do mundo, o que tem levantado a discus- 
sao sobre a vacinagao em adolescentes e adultos jovens, ja que 
clinicamente essa hepatite e branda em criangas e grave e pro- 
longada em adultos. 10 

- Diagnostico 

O HAV induz respostas imunes humoral (anticorpos) 
e celular, ambas importantes nos mecanismos de defesa. 17 
Ensaios sorologicos comerciais estao disponiveis para o diag¬ 
nostico da infecgao pelo HAV. Esse diagnostico e realizado 
pela pesquisa de anticorpos especificos anti-HAV IgM (infec¬ 
gao aguda) e anti-HAV IgG (infecgao corrente ou passada) em 
soro ou plasma hum ano. Os testes mais utilizados sao os imu- 
noenzimaticos (ELISA), de microparticulas (MELA.), imuno- 
fluorescentes (ELEA) e os quimioluminescentes. 

No inicio da infecgao os pacientes sao reagentes para anti¬ 
corpos IgM anti-HAV e permanecem positivos por cerca de 
4 meses, portanto, na fase aguda, a presenga de IgM espe¬ 
cifica para HAV confirma o diagnostico. Os anticorpos IgG 
anti-HAV sao detectados tambem no inicio da infecgao, 
assim como apos imunizagao, e permanecem por toda a vida 
(Figura 6.4), 

Os kits disponiveis detectam anticorpos totais anti-HAV 
(IgG e IgM), portanto resultados positivos para esse kit e nega¬ 
tives para IgM anti-HAV significant infecgao passada ou res- 
posta vacinal. Ausencia de qualquer tipo de anticorpos anti- 
HAV indica suscetibilidade a infecgao. 8 
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Figura 6.4 Marcadores da infecgao pelo HAV. 


■ Prevengao 

A prevengao da hepatite A depende de cuidados gerais de 
higiene e de imunoprofilaxias passiva e/ou ativa. A profilaxia 
passiva e feita com injegao intramuscular de gamaglobulina 
A, antes da exposigao, que evita 85 a 95% dos casos, ou ate 
2 semanas apos a exposigao, para prevenir ou atenuar a infec¬ 
gao. A imunoprofilaxia ativa e feita com a utilizagao de vacina 
produzida com virus inativado pela formalina. Atualmente, ja 
existe uma vacina que associa os antigenos virais dos virus A 
e B com eficacia comprovada. Ll A vacina da hepatite A e uma 
das mais imunogenicas e de excelente eficacia em profilaxia 
pre-expo sigao. A vacinagao tem sido utilizada em surtos epi- 
demicos e na prevengao de casos secundarios. A implemen- 
tagao dessa vacina em criangas e adolescentes parece ser o 
meio mais eficaz de controle da infecgao, principalmente em 
regioes nas quais os surtos recorrentes representam um grave 
problema de saude publica. 

► Hepatite B 

A hepatite B e uma das doengas infecciosas mais preva- 
lentes no mundo. Estima-se que 2 bilhoes de pessoas tenham 
sido infectadas pelo virus da hepatite B (HBV) e mais do que 
350 milhoes tenham infecgoes hepaticas cronicas a longo 
prazo. Cerca de 1 milhao de pessoas morrem de doenga hepa- 
tica cronica, incluindo cirrose e cancer. 18 

A infecgao pelo HBV ficou conhecida por resultar em uma 
doenga aguda e cronica do figado e, por volta de 1970, esse 
virus foi considerado como a possivel causa do cancer hepa- 
tico. E classificado dentro da familia Hepadnaviridae e esse 
nome se deve ao HBV ser hepatotropico e ter um genoma 
constituido por DNA. 19 Os membros dessa familia nao sao 
citotoxicos e as infecgoes aguda e cronica do HBV sao resul- 
tantes do mecanismo de defesa do hospedeiro contra o virus, 
resultando na morte das celulas que expressam as proteinas 
do HBV. Muitos pacientes com hepatite cronica recuperam-se 
espontaneamente, enquanto outros desenvolvem doenga 
hepatica grave e progressiva. Outros ainda adquirem a doenga 
de maneira silenciosa, que pode ou nao progredir lentamente. 

- Caracteristicas e constituido genomica do HVB 

O HBV e uma particula esferica de 42 nm de diametro, enve- 
lopado, que apresenta em seu interior um genoma constituido 
por DNA circular, fita dupla parcial e fita dupla simples, que 
replica por intermedio de um RNA intermediario, 20 com apro- 


ximadamente 3.200 pares de bases (Figura 6.5). O capsidio 
e icosaedrico, envelopado por dupla camada lipidica na qual 
estao ancoradas as tres diferentes proteinas de superficie. 21 
Alem disso, apresenta particulas esfericas e cilindricas de 22 
nm de diametro, constituidas apenas pelo envelope viral. A 
cadeia mais longa (negativa) e completa e a menor (positiva), 
incompleta. 

O HBV e pequeno e apresenta quatro cadeias de leitura 
aberta (ORF, open reading frames) codificadas pelos genes S 
(superficie), P (polimerase), C (core) e X. O gene S e constituido 
por tr£s regioes: pre-Sl ou p39, pre-S2 ou p33, S ou p25, que 
codificam a principal proteina do involucro do virus (HBsAg). 
As proteinas L (large) e M ( medium ) contem os antigenos cor- 
respondentes as regioes pre-S 1 e pre-S2 do genoma viral, alem 
de compartilharem as regioes antigenicas do S (small ). O gene 
C codifica duas proteinas: na regiao pre-C/C uma proteina 
soluvel, antigeno e (HBeAg), e na regiao C a proteina do nucleo- 
capsidio (core) (HBeAg). O gene P codifica enzimas essenciais 
para replicagao viral, como a DNA polimerase e a RNase H. 
A fungao da regiao X ainda e desconhecida (Figura 6.6). A 
particula viral completa e denominada particula de Dane, que 
e o tipo infectante encontrado no plasma (Figura 6.7A). 2 As 
formas circulares e tubulares produzidas durante a replicagao 
viral sao constituidas apenas de HBsAg e nao sao infectantes, 
ja que nao tem outros componentes geneticos (Figura 6.7B). 
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Figura 6.5 Representagao esquematica do HBV. 20 
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Figura 6.6 Genoma do HBV. 20 
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Figura 6.7 A. HBV: particula de Dane {1); esfericas (2); filamentosas ou 
tubulares (3). B. Diagrama esquematico das particulas do HBV. 31 
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Subtipos do HBsAg 

Logo apos a descoberta do HBsAg, a heterogeneidade 
sorologica tornou-se aparente. Os quatro principals determi- 
nantes antigenicos do HBsAg podem ser distinguidos pelos 
anticorpos que reconhecem os diferentes epitopos das parti¬ 
culas formadas pelo HBsAg (SHBs). Todos os subtipos conhe- 
cidos contem o determinante “a”, uma sequencia peptidica do 
HBV localizada entre os residuos de aminoacidos 121 a 149 
(Figura 6.8). A diferenga entre os determinantes subtipo-espe- 
cificos d/y ew/re gerada pela troca de aminoacidos dos resi¬ 
duos 122 e 160 de K a R, respectivamente. Subdeterminantes 
adicionais possibilitaram a diferenciagao de quatro sorotipos 
de ayw e dois de adw e for am estabelecidos oitos sorotipos 
(adr, ayr, aywl, ayw2, ayw3, ayw4, adw2 e adw4) presentes nos 
varios genotipos do HBV. 22 


Ciclo de repficagao viral 


A via de entrada nas pessoas suscetiveis, apos exposigao 
ao virus, e a corrente sanguinea, por onde ele atinge o figado, 
primeiro sitio de replicagao do HBV. Nao ha nenhuma eviden- 
cia de replicagao na superficie da mucosa. iy A replicagao viral 
ocorre no citoplasma da celula, onde o RNA pre-genomico 
se associa ao HBcAg e a polimerase do HBV para formar a 
particula do nucleocapsidio. 23 O HBV, depois de se ligar no 
hepatocito e penetrar as celulas por intermedio da endocitose, 
perde seu envoltorio e o seu DNA genomico entra no nucleo 
da celula. A cadeia pequena e completada pelo DNA endo- 
geno e a cadeia longa e covalentemente fechada para a rcDNA 
(DNA circular relaxed ) que posteriormente e convertida para 
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Figura 6.8 Modeto hipotetico do determinante "a". 22 0 determinante 
"a"e formado pela menor protefna de superficie do HBV. Residuos de 
aminoacidos conservados sao mostrados em preto e os nao conser- 
vados em cinza. Se os residuos estiverem variando especificamente 
no subtipo o genotipo e indicado em negrito ao lado do aminoacido. 
A posigao G145, frequentemente descrita como variante de escape, e 
representada no circulo e semicirculos brancos (ft). Residuos 122 e 160, 
os quais conferem mudangas nos subtipos d/y e w/r, respectivamente. 
A figura esta baseada no alinhamento de sequences de 166 HBstradu- 
zidas a partir de 166 HBV tipo selvagem dos genomas do "GenBank”. 
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cccDNA (covalently closed circular DNA, ou seja, DNA circu¬ 
lar covalentemente fechado), as quais representam as formas 
replicativas do DNA HBV. 24 

O cccDNA, junto com as histonas celulares e outras protei- 
nas nucleares, forma minicromossomos nao integrados que 
servem como molde para a transcri^ao dos genes virais. O 
RNA pre-genomico, alem de ser traduzido nas proteinas do 
nucleocapsidio e na DNA polimerase, e encapsulado e trans- 
crito reversamente para formar o DNA gendmico. Uma pecu- 
liaridade do ciclo de vida desse virus e que os nucleocapsidios 
recem-formados podem voltar para o nucleo para amplificar 
e manter o pool de cccDNA ou serem envelopados e secre- 
tados para o sangue, onde novas particulas virais podem 
infectar outros hepatocitos. 25 Durante a infecgao, o cccDNA 
se acumula no nucleo das celulas, em media de 5 a 50 copias 
por celula. Como o cccDNA e um molde transcricional da 
infec^ao pelo HBV, tern papel primordial na persistencia viral, 
tanto na reativagao da replicagao apos o termino da terapia 
antiviral como na falha terapeutica. 26 

O HBV nao e diretamente citopatico, as lesoes hepaticas 
que aparecem durante a infecgao cronica em geral sao atribui- 
das a resposta imunologica do hospedeiro, pois tanto os com- 
ponentes celulares quanto humorais sao necessarios para a 
eliminagao do virus, principalmente a agao de linfocitos T 
citotoxicos (CD8+) dirigidos contra os antigenos do core. 27 

- Marcadores virais 

Os antigenos que compoem o HBV, assim como seus res- 
pectivos anticorpos produzidos durante o curso da infecgao, 
sao conhecidos como marcadores do HBV e auxiliam na 
compreensao da evolugao da infecgao. O HBsAg e o primeiro 
marcador a aparecer e e detectado de 35 a 45 dias apos a infec¬ 
gao. Na parte central do virus encontra-se o HBcAg e den- 
tro dele o DNA e a enzima DNA polimerase. O HBcAg nao e 
detectado livre no soro. O anticorpo IgM anti-HBc aparece na 
fase aguda da infecgao, caracterizando, portanto, individuos 
recentemente infectados. O anticorpo IgG anti-HBc aparece 
em seguida ao IgM e pode permanecer por toda a vida. 28 

O HBeAg secretado pelo antigeno do core e uma proteina 
soluvel nao estrutural que e exportada para circulagao periferica 
apos o processo de tradugao e esta associada a replicagao viral. 
Pode ser detectado logo apos o aparecimento do HBsAg. O anti¬ 
corpo contra o HBe (anti-HBe) e produzido para neutralizar o 
HBeAg, e o seu aparecimento indica diminuigao da replicagao 


viral. O anti-HBe torna-se detectavel apos o desaparecimento 
do HBeAg. 29 O anti-HBs e um anticorpo neutralizante e seu 
aparecimento indica imunidade para a infecgao do HBV, seja 
pela aquisigao da infecgao ou devido a imunizagao. 20 

- Polimorfismo genetico do HBV 

Como o HBV se replica assimetricamente por meio de 
transcrigao reversa de um RNA intermediario, ele se torna 
propenso a mutagoes. Entre as principals mutagoes do HBV de 
interesse clinico estao as do gene core/pre-core, do core promo¬ 
ter, do gene da polimerase e da regiao do envelope. As varian- 
tes mais comuns que ocorrem naturalmente no HBV incluem 
a mutagao pre-core no stop codon (G 1896 A), que suprime a pro- 
dugao do antigeno K e” (HBeAg), e a dupla mutagao no nucleo 
na regiao promotora do core (A 1762 T e G 1764 A) que estabelece 
e regula sua produ9ao. 20 Essas variantes sao encontradas em 
pacientes com hepatite cronica negativos para o HBeAg, em 
que a replica 9 ao do HBV e a inflama 9 ao hepatica persistem 
apesar da ausencia de HBeAg. A sele 9 ao da variante pre-core 
e dependente do genotipo, sendo mais comum na variante D 
e rara em pacientes com genotipo A. 30 Ja a frequencia de anti- 
HBe positivo na hepatite B cronica e determinada pela troca 
C/U na posi 9 ao 1858. A troca de Cl858 para U1858 favorece 
a muta 9 ao de G1896 para A1896. Essa dupla muta 9 ao pode 
formar uma base estavel entre estes dois nucleotidios no steam 
loop no sinal de encapsula 9 ao do virus pre-genomico. Essas 
mudan 9 as no codon 28 na posi 9 ao A1896 do pre-core no stop 
codon impedem a tradu 9 ao do HBeAg (Figura 6.9). 22 

Outra muta 9 ao importante ocorre no gene S, no determi- 
nante “a”, onde o aminoacido (aa) glicina e substituido pela 
arginina no codon 145 (G 145 R) (Figura 6.10). O paciente que 
tern essa muta 9 ao pode apresentar o teste sorologico para 
HBsAg negativo. Outras muta9oes nessa regiao podem se 
manifestar da mesma maneira. As vacinas nao sao capazes de 
proteger os individuos com essas variantes do HBV, ja que os 
anticorpos neutralizantes sao direcionados ao determinante 
“a” (Figura 6.8). 

Na regiao da polimerase frequentemente tem sido encontra¬ 
das muta 9 oes, mas seu significado clinico permanece incerto. 
Entretanto, algumas muta 9 oes selecionadas pelo uso de anti¬ 
virals resultam no aparecimento de formas do HBV circulan- 
tes com reduzida sensibilidade a resposta ao tratamento com 
analogos de nucleos(t)idios (AN). O padrao de mutantes resis- 
tentes do HBV varia pela classe quimica dos AN, que podem 
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Figura 6.9 Mutagao pre-core no stop codon (G 1396 A), que suprime a produgao do antigeno "e" (HBeAg). 
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Tipo selvagem glicina em 145 



Mutante arginina em 145 



Figura 6.10 Muta^ao importante no determinante "a" do gene S, em 
que ocorre uma substitui^ao do aminoacido glicina pela arginina no 
codon 145 (G 145 R). 

ser classificados em L-nucleosidios (p. ex., lamivudina), fos- 
fonatos de nucleosidios adclicos (p. ex., adefovir e tenofovir) 
e ciclopentenos (p. ex., entecavir). A muta^ao de resist end a 
tipica da lamivudina envolve as substitui^oes na regiao con- 
servada tirosina-metionina-aspartato-aspartato (YMDD) da 
regiao responsavel pelo sitio catalitico da transcriptase reversa 
para “YIDD” e e comumente encontrada em pacientes em 
terapeutica prolongada com a lamivudina. 32 

O HBV apresenta substancial heterogeneidade genetica. Os 
genotipos do HBV humano diferem entre si em mais de 8% na 
sequencia de nucleotidios do genoma total e/ou acima de 4% 
no gene do HBsAg. A analise genetica permitiu classificar o 
HBV em oito genotipos distintos (A-H) que apresentam dife- 
rentes distributes geograficas e associates com diferentes 
grupos de risco para infecto. 33 

Na regiao oeste da Amazonia brasileira, a endemicidade 
da infec^ao pelo HBV e muito alta e a distribui^ao dos geno¬ 
tipos varia de acordo com a situa^ao geografica do paciente 


com HBV. O genotipo A subgenotipo A (AA) tern sido o mais 
comum (81,81%), seguido pelo genotipo F subgenotipo F2 
(13,63%) e depois pelo genotipo D subgenotipo D1 (4,54%). 34 

- Transmissao 

A transmissao do HBV ocorre por via sanguinea, por meio 
de relates sexuais e transmissao vertical, assim como por 
contato pessoa a pessoa, presumivelmente por cortes e feridas 
abertas, especialmente entre crian^as em areas hiperendemi- 
cas. 19 O HBV e 50 a 100 vezes mais infeccioso do que o virus 
do HIV e pode sobreviver pelo menos 7 dias fora do organismo 
humano. 18 Nesse periodo o virus pode ainda causar infec^ao 
se entrar em contato com alguem nao infectado. A hepatite B 
pode ser prevenida com vacina segura e eficaz. 18 

- Diagnostic 

Infeqao aguda pelo HBV 

Nos individuos infectados pelo HBV, o primeiro marcador 
a ser detectado e o DNA viral, que pode aparecer ate 23 dias 
antes do aparecimento do HBsAg. O periodo de incuba^ao da 
hepatite B aguda varia de 30 a 180 dias, 33 com dura^ao media 
de 75 dias, e caracteriza-se pela presen^a do HBsAg e ausen- 
cia de sintomas clinicos. O anti-HBc aparece dias depois do 
HBsAg. No momento em que surgem sintomas inespecificos, 
ocorre eleva^ao das transaminases e os anticorpos IgM e IgG 
anti-HBc estao presentes no soro. 3S Caso a infec^ao se resolva, 
cessa a replica^ao viral com elimina^ao do HBeAg e apareci¬ 
mento do anti-HBe. Em geral o HBsAg desaparece ate o 3 s mes 
de doen^a e o anti-HBs, anticorpo neutralizante, passa a ser 
detectado. A infec^ao aguda pelo HBV pode apresentar dois 
periodos de janela imunoldgica: o primeiro e quando ainda 
nao se detecta nenhum marcador imunologico, ou seja, antes 
do aparecimento do HBsAg, e apenas o DNA viral e detectado; 
e outro periodo e uma janela imunologica do HBsAg, quando 
este ja nao e mais detectado, mas ainda nao se detecta o anti- 
HBs, nesta fase apenas o anticorpo IgM anti-HBc e detectado 
(Figura 6.11). Esse periodo tem diminuido com a melhora dos 
kits de detec^ao dos marcadores virais, mas e importante res- 
saltar que a pesquisa de IgM anti-HBc e necessaria para que 



Semanas apos infecgao 
Figura 6.11 Evolugao da hepatite B aguda. 
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se faga o diagnostic*) de hepatite B aguda, na qual altos titulos 
desse anticorpo podem ser detectados. Na hepatite cronica, 
baixos titulos de IgM anti-HBc podem ser encontrados, prin- 
cipalmente na fase de exacerbagao da infeegao. 

Infec0o cronica pelo HBV 

A infeegao cronica tem varias fases distintas sorologicas e 
virais. Nos estagios em que a replicagao viral e baixa a inci- 
dencia de lesoes hepaticas esta significativamente diminuida. 
A infeegao cronica e caracterizada pela persistencia do HBsAg 
por um periodo maior ou igual a 6 meses, pela presenga do 
DNA-HBV e do HBeAg no soro. 37 O antigeno “e” e os anticor- 
pos especificos (AgHBe/anti-HBe) estao relacionados com o 
indice de replicagao viral e tem sua maior utilidade no estudo 
das formas cronicas de hepatites pelo virus B. Pode ocorrer pos- 
teriormente a soroconversao do HBeAg para anti-HBe durante 
a evolugao da doenga. Os pacientes com infeegao persistente 
pelo HBV sao classificados como portadores saos quando nao 
ha inflamagao e doenga hepatica presentes, HBeAg negativo, 
anti-HBe detectavel e DNA-HBV/mf menor que 10 6 copias, 
transaminases normals e nenhum sinal histologico de HBV 
cronica. A infeegao pelo HBV pode ocorrer sem manifesta- 
goes aparentes conhecidas, na qual e possivel a deteegao do 
DNA-HBV com sorologia negativa para o HBsAg. 37 

A infeegao cronica pelo HBV em criangas, adquirida no 
periodo perinatal, inicia-se por uma fase de imunotolerancia 
que pode perdurar por 15 a 35 anos e caracteriza-se por ele- 
vados niveis de replicagao do HBV, sem doenga hepatica ativa, 
altas concentragoes de HBsAg e HBeAg no soro e DNA-HBV 
maior que 10 y copias/mf. O HBV nao e diretamente citopa- 
tico, e a lesao hepatocelular e causada pela atividade do sistema 
imunologico. Como nessa fase o sistema imune e tolerante, 
nao ha inflamagao hepatica mesmo com alta replicagao viral 
e os niveis de transaminases sao, portanto, normals. 36 Isso se 
deve provavelmente a indugao de tolerancia imunologica aos 
antigenos virais, pela passagem transplacentaria do HBeAg da 
mae para o feto, o que, associado a imaturidade imunologica, 
torna o feto/recem-nascido incapaz de montar uma resposta 
efetiva e eliminar o virus. 28 A evolugao dos marcadores de 
hepatite B cronica esta ilustrada na Figura 6.12. 

Os marcadores utilizados na triagem sorologica para pre- 
venir a transmissao do HBV sao o HBsAg e o anti-HBc. Os 
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Figura 6.12 Evolugao da hepatite B cronica. 


testes para detecgao do HBsAg permanecem de primeira linha 
para a triagem de doadores de sangue. Os mais utilizados sao 
os imunoensaios, incluindo ensaios imunoenzimaticos e qui- 
mioluminescentes (CLIA). Esses ensaios tem um limiar de 
detecgao entre < 0,1 e 0,62 ng de HBsAg por m£ (1 ng/mf 
corresponde a aproximadamente 2 UI/mf) 38 . Nos EUA e obri- 
gatorio que os testes de HBsAg tenham um limiar de detecgao 
de pelo menos 0,2 ng/mi. Tem sido observado que ocorrem 
diferengas na sensibilidade analitica e na especificidade de tes¬ 
tes ELISA para a detecgao do HBsAg entre os diferentes geno- 
tipos e subtipos. 38 Resultados falsos-negativos nesses testes 
tambem podem ser causados pela ocorrencia de mutagoes na 
regiao do antigeno S com redugao da sintese ou secregao do 
HBsAg ou pela presenga concomitante de anticorpos contra o 
HBsAg (anti-HBs) que permitem a formagao de imunocom- 
plexos circulantes e impedem a captura do HBsAg pelos testes 
usuais. 39 

Pessoas que se vacinam contra o HBV devem hear 1 mes 
sem doar sangue, pois o HBsAg proveniente da vacina pode 
ser detectado pelos testes de triagem. 4 ^ O risco residual de 
transmissao do HBV por transfusao sanguinea e relatado prin- 
cipalmente em doadores negativos para HBsAg que tenham 
coletado o sangue na fase de pre-soroconversao (janela imu- 
nologica), periodo entre a infeegao e a deteegao do antigeno 
viral ou anticorpos. 

Os kits sorologicos produzidos para a deteegao do HBsAg 
utilizam anticorpos monoclonais dirigidos para o epitopo 
“a”. 28 Testes sorologicos aprimorados, com anticorpos contra 
outros epitopo s do HBsAg, permitem a deteegao de mutagoes 
que possam ocorrer no gene S 41 e> provavelmente, vacinas com 
outros antigenos do HBV, alem do HBsAg, devem ser pro- 
tetoras contra esses mutantes. A infeegao causada por virus 
mutantes derivados do virus da HBV, na qual nao se consegue 
detectar o HBsAg, atualmente e conhecida como hepatite B 
oculta ou criptica. 42 

A redugao do risco residual pode ser obtida pela implan- 
tagao de testes mais sensiveis para a deteegao do HBsAg, do 
anti-HBc e do teste de acido nucleico (NAT) para HBV O 
NAT-HBV, alem da redugao da janela imunologica, possibilita 
a deteegao da “infeegao oculta” pelo HBV. O teste de anti-HBc 
utilizado na triagem sorologica de doadores de sangue tem o 
potencial de excluir a maioria dos casos de infeegao oculta, 
restando apenas os casos mais raros ou de mutantes de escape 
imune associados ao anti-HBs isolado. Contudo, nao consegue 
detectar infeegoes na fase de janela imunologica. Em media 
0,5% das pessoas que apresentam sorologia positiva para o 
anti-HBc e negativa para o HBsAg tem resultados positivos 
na deteegao do DNA viral e, por isso, tal teste e utilizado na 
triagem de bancos de sangue. 38 

A erradieagao da infeegao viral pode tambem ser dificul- 
tada pelo tipo infectante do virus, o cccDNA, um tipo inter- 
mediario do ciclo de replicagao que durante a mitose tende a 
se acumular no nucleo de hepatocitos e ser repartido entre as 
suas celulas-filhas. 43 

■ Preven^ao 

Tanto a profilaxia passiva quanto a ativa, pos-exposigao ao 
HBV, usando HBIG e vacina ou somente a vacina para o virus 
B, sao altamente eficazes na prevengao da infeegao. 19 A imu- 
nizagao ativa ao HBV tem sido associada a diminuigao acen- 
tuada de sua inci dencia e constitui tambem o melhor procedi- 
mento para a redugao da prevalencia e incidencia da infeegao 
pelo virus da hepatite delta (HDV) 44 
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Esquema vacinal 

O esquema habitual de vacina 9 ao para individuos imuno- 
competentes consiste em tres doses, com intervalos de 1 mes 
entre a primeira e a segunda dose e 6 meses entre a primeira 
e a terceira dose (0, 1 e 6 meses). Para prevenir a transmissao 
do HBV perinatal, a primeira dose da vacina deve ser dada 
logo apos o nascimento, de prefer£ncia dentro de 24 h (WHO, 
2001). Prematuros menores de 33 semanas ou cujo peso nao 
ultrapasse 2.000 g deverao receber uma dose extra com 2 meses 
de idade (0,1,2 e 6 meses). 44 

Em crian^as as vacinas contra hepatite B devem ser admi- 
nistradas por via intramuscular, na regiao deltoide ou no vasto 
lateral da coxa. Nao devem ser aplicadas na regiao glutea, pois 
a ado^ao desse procedimento se associa a menor imunogeni- 
cidade. Excepcionalmente, em pessoas com doen^as hemorra- 
gicas, a via subcutanea (SC) pode ser utilizada 44 (Figura 6.13). 
Tres doses de vacina contra hepatite B induzem titulos proteto- 
res de anticorpos (anti-HBs ^ 10 Ul/rnf) em mais de 90% dos 
adultos e jovens sadios, e em mais de 95% dos lactentes, crian- 
9 as e adolescentes. A eficacia diminui em torno de 40 a 60% 
com o avatar da idade, principalmente a partir dos 40 anos. 44 

- Tratamento para hepatite B 

Varios fatores podem influenciar a prescriqao do trata¬ 
mento, como, por exemplo, estagio da doen^a, detec^ao ou 
nao do HBeAg, resistencia ao medicamento, principalmente 
nos estagios finais da doen^a cronica do figado 45 e persistencia 
do cccDNA. O objetivo do tratamento e alcan^ar a “resposta 


s us ten tad a”, ou seja, a supressao da replica^ao viral do HBV 
e remissao da doen^a hepatica 46 ativando a resposta imuno- 
logica. Para tal, deve ocorrer soroconversao do HBeAg para 
anti-HBe, queda ou diminui^ao dos niveis do DNA do HBV 
e soroconversao do HBsAg para anti-HBs. 4 - O medicamento 
indicado para o tratamento da HBV e a interferona-a (IFN-a) 
que tern efeitos antiviral e imunomodulatorio. Ja o Ministerio 
da Saude no Brasil preconiza como primeira escolha a 
IFN-a2a e IFN-a2b. As IFN peguiladas a2a e a2b apresen- 
tam-se como alternativas interessantes para o tratamento da 
hepatite B por suas vantagens em rela^ao a IFN convencional 
pelo prolongamento de sua meia-vida, podendo ser utiliza- 
das apenas 1 vez/semana. O tratamento com IFN e contrain- 
dicado em pacientes com doenqa hepatica descompensada, 
para os quais deve-se indicar preferencialmente os analogos 
de nucleos(t)ideos (AN). O mais utilizado para o tratamento 
da hepatite B e a lamivudina, um medicamento muito barato, 
mas para o qual aparecem mutaqoes de resistencia em ate 70% 
dos pacientes submetidos a tratamento prolongado. Portanto, 
muitas vezes e substituido por outros AN (4 a ). O adefovir dipi- 
voxila e uma substancia inibidora da replica^ao viral usada 
como alternativa a IFN ou a lamivudina para o tratamento da 
infecqao cronica do HBV, apesar de seu efeito sobre esse virus 
nao ser tao potente. A escolha do tratamento com um desses 
farmacos deve ser baseada no estado individual do paciente. 37 
Dois AN tem se mostrado bastante efetivos para o controle da 
infecqao do HBV: o entecavir e o tenofovir, que sao muito mais 
potentes que a lamivudina e o adefovir. Ademais, o apareci- 
mento de muta^oes de resistencia contra entecavir e tenofovir 
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Figura 6.13 Esquema de vacina^ao para hepatite B. 44 
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ocorre de modo muito menos frequente que as que aparecem 
com o uso de lamivudina e adefovir, sendo que essas substan- 
cias devem ser incorporadas como primeira op^ao no trata- 
mento da hepatite B. Em particular, as mutaqoes de resistencia 
ao entecavir sao muito mais raras quando esse medicamento e 
utilizado como primeira op^ao de tratamento, mas tornam-se 
frequentes em pacientes previamente tratados com lamivu¬ 
dina. Ja as muta^oes de resistencia ao tenofovir ainda nao 
estao muito bem definidas, mas esse e um medicamento de 
grande potencial para o tratamento da hepatite B, mesmo em 
pacientes que ja tenham apresentado resistencia previa a lami¬ 
vudina. Por enquanto o tratamento da hepatite B, ao contrario 
do tratamento de HIV/AIDS, ainda e feito preferencialmente 
com apenas um AN, exceto para pacientes com resistencia a 
lamivudina, quando e indicado outro medicamento, o adefovir. 

O tratamento da hepatite B pode, portanto, come^ar com 
IFN ou AN. Alguns autores tem proposto que o tratamento 
inicial de casos infectados com genotipos A e B deva ser feito 
com IFN, enquanto para os genotipos C e D a primeira op^ao 
deve ser um AN, de preferencia de maior potencia, como o 
entecavir ou o tenofovir. Assim, tem sido proposta por alguns 
autores a realizaqao de exames de genotipagem do HBV e de 
determinaqao do aparecimento de muta^oes de resistencia 
aos antivirais, para a indica^ao e acompanhamento do trata¬ 
mento antiviral, em conjunto com a realizaqao da carga viral 
do HBV. 

As diretrizes mais recentes indicam o tratamento da hepa¬ 
tite B para todos os pacientes com carga viral maior que 2.000 
Ul/rnf que apresentem ALT elevada e altera^oes na biop- 
sia hepatica maiores que A2 ou F2 pelo indice METAVIR. 4 
Ja os casos com cirrose hepatica devem ser tratados sempre 
que o DNA viral for detectado no soro. A queda da carga 
viral deve ser monitorada pelo menos no terceiro e no sexto 
mes, bem como apos 1 ano do tratamento, e a interpreta^ao 
da resposta ao tratamento deve ser feita como apresentado no 
Quadro 6.1. 

► Hepatite C 

Desde o descobrimento dos agentes virais que causavam 
infecqoes conhecidas como hepatites A e B, a hepatite cau- 
sada por outro agente viral era reconhecida por exclusao e 
chamada de hepatite nao A nao B (HNANB). A existencia de 
um agente viral associado a HNANB foi reconhecida, experi- 
mentalmente, por Alter et al em 1978, 48 quando, inoculando 
chimpanzes com plasma ou soro de pacientes com HNANB 
pos-transfusional, verificaram que eles reproduziam altera- 
qoes bioquimicas e histologicas compativeis com a HNANB. 


No ano de 1989, Choo etal ., 3 pesquisadores da empresa Chiron 
Corporation (EUA), em colabora^ao com os Centros de 
Controle e Prevenqao de Doen^as (Centers for Disease Control 
and Prevention - CDC, EUA), obtiveram uma proteina desse 
virus que foi utilizada para a produ^ao de um banco genomico 
de DNA complementar (cDNA). A partir de entao foi pos- 
sivel conhecer o genoma do virus que foi denominado virus 
da hepatite C (HCV) e produzir antigenos recombinantes e 
peptidios sinteticos que foram utilizados na produ^ao de kits 
sorologicos. 

■ Transmissao 

O HCV e um patogeno transmitido mais eficientemente 
pela exposiqao percutanea direta com o sangue infectado que 
pode ocorrer por varias vias, principalmente a parenteral. A 
transmissao por intermedio de transfusao de sangue e deri- 
vados, pelo transplante de orgaos, teve diminuiqao acentuada 
no Brasil apos a introdu^ao dos testes de anti-HCV em 1991. 
A transmissao sexual parece nao ser muito eficiente e a ver¬ 
tical tambem e de baixo risco (< 6%), mas ambas sao facili- 
tadas na coinfecqao com o HIV, mesmo em individuos sem 
fatores de risco. 45 O HCV nao tem sido encontrado no leite 
mater no. 50 

- Patogenese 

Cerca de um terqo dos adultos desenvolvem sintomas clini- 
cos e ictericia em torno de 3 a 12 semanas da infecqao. 51 A infec- 
qao aguda e autolimitada, os sintomas permanecem por varias 
semanas e desaparecem com a redu^ao dos niveis da alanina 
aminotransferase (ALT). O RNA do HCV pode ser detectado 
no sangue, pelas tecnicas moleculares, em aproximadamente 
15 dias apos inicio da infecqao. b2 Uma pequena porcentagem 
de pacientes (10 a 25%) clareia o virus durante a fase aguda 
(6 primeiros meses apos a infec^ao). Nessa fase, somente 50 a 
70% dos pacientes sao detectados por meio de anticorpos con¬ 
tra o HCV, pelas tecnicas imunoenzimaticas, chegando a 90% 
em 3 meses. Portanto, durante a chamada janela sorologica ou 
periodo pre-soroconversao, um resultado sorologico negativo 
nao exclui a possibilidade de infecqao pelo HCV 53 

A persistencia do RNA do HCV por mais de 6 meses apos a 
infec^ao caracteriza a infecqao cronica. 84 O determinante mais 
importante para a infecqao tornar-se cronica parece ser o apa¬ 
recimento da quase especies, uma popula^ao complexa que 
consegue evadir da resposta imune resultando na persisten¬ 
cia do virus. Este e um processo natural do HCV assim como 
de outros virus RNA. 53 Alem disso, verificou-se que nos soros 
humanos havia anticorpos neutralizantes para HCV, mas que 


Quadro 6.1 ■ Interpreta^ao da resposta ao tratamento para hepatite B. 


Terapia 

Perfil de resposta 

Definifao 

AnaSogos de 

Sem resposta primaria 

Redu^ao no nivel do DKA-HBV serico < 1 iog, 0 Ul/m^ em rela^aoao valor inicial no 3° mes de terapia 

nudeos(t)fdios 

Resposta virologica 

DNA-HBV indetectavel dentro das 48 semanas de terapia 


Resposta virologica parciai 

Reduqio do DNA-HBV serico > 1 log 10 Ul/m-f em rela^ao ao valor inicial, mas DNA-HBV detectavel, nas semanas 24 ou 48 


Recidiva virologica 

Au mento do DNA-HBV serico durante a terapia em > 1 !og 10 Ul/mf em com paramo ao nadir 

IFN-a 1 

Sem resposta primaria 

Redu^ao do DNA-HBV serico < 1 log 10 Ul/m^ em relapo ao valorinicial no 3 a mes de terapia 


Resposta virologica 

DNA-HBV< 2.000 Ul/m^ no 6 a mes de terapia 


Resposta sorologica 

Soroconversao para anti-HBe em pacientes HBeAg-positivos 
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eles eram altamente espedficos para a cepa infectante e nao 
protegiam contra outras variantes virais. 56 Aproximadamente 
15 a 20% dos individuos infectados pelo HCV tem recupera^ao 
espontanea, geralmente dentro do priraeiro ano da infec^ao, 
como demonstrado pela ausencia do RNA do HCV em amos- 
tras sequenciais e normaliza<;ao dos niveis de ALT. Jb 

Na infec^ao cronica, o RNA viral atinge altos niveis plas- 
maticos 57 e normalmente e assintomatica, apresentando-se de 
forma clinica moderada e silenciosa, que dificulta o controle 
da doen^a, facilitando a dissemina^ao do virus na comuni- 
dade, ja que medidas preventivas nao serao utilizadas. Dos 
individuos que evoluem para as formas cronicas, cerca de 20 a 
30% desenvolvem quadro de cirrose hepatica apos um periodo 
de 20 anos de contagio, e cerca de 2 a 5% desenvolvem carci¬ 
noma hepatocelular (HCC) , 58 

- Epidemiologia 

Estima-se que 170 milhoes de pessoas estejam infecta- 
das pelo HCV e que a prevalencia mundial seja de 3 a 5%. 59 
Estudos epidemiologicos com doadores de sangue e pacientes 
com hepatite C revelaram que 75 a 85% dos individuos infecta¬ 
dos nao resolvem a infec^ao, tornando-se cronicos. bb Segundo 
estimativa do Ministerio da Saude, entre 1 e 2 milhoes de 
brasileiros estao cronicamente infectados pelo HCV e ape- 
nas 5.000 deles estao em tratamento. 60 Apesar da dificuldade 
de se estimar a prevalencia da infec^ao pelo HCV, no Brasil 
observou-se um grande declinio a partir de 1989, quando 
alguns servi^os de banco de sangue passaram a utilizar mar- 
cadores indiretos, entre os quais do sagem da ALT e pesquisa 
de anticorpos contra o HBcAg (anti-HBc). Esse procedimento 
diminuiu as hepatites em aproximadamente 50% e a queda foi 
intensificada com a introdu^ao de testes espedficos para anti- 
HCV na triagem de doadores de sangue, em 1991. 48 A partir 
de 1993, tanto a pesquisa da ALT quanto a de anti-HBc passa¬ 
ram a ser de realiza^ao obrigatoria para a triagem de doadores 
de sangue, conforme as normas tecnicas do Ministerio da Sau¬ 
de. 61 A soroprevalencia do HCV e variavel entre doadores de 
sangue no Brasil, de acordo com as regioes investigadas, sendo 
de 0,21% em Sao Paulo, na Funda^ao Pro-Sangue/Hemocentro 
de Sao Paulo (FPS/HSP). 62 Na popula^ao geral de Sao Paulo, 
Focaccia et al. encontraram uma prevalencia de anti-HCV de 
1,4%, sendo a distribui^ao similar entre ho mens e mulheres. 63 
Segundo dados do Ministerio da Saude, de 1994-2005 foram 
diagnosticados 52.489 casos e os dados obtidos nesses inque- 
ritos sorologicos apontam para taxas de prevalencia variando 
de 0,28 a 2,61%. Um estudo no Brasil sobre a distribui^ao dos 
genotipos entre pacientes com hepatite C cronica obteve uma 
frequencia de 64,9% para o genotipo 1; 4,6% para o genotipo 
2; 30,2% para o genotipo 3; 0,2% para o genotipo 4 e 0,1% para 
o genotipo 5. O genotipo 1 foi o mais frequente em todas as 
regioes, sendo maior na Regiao Norte e menor na Regiao Sul 
do pais. Ja na Regiao Centro-Oeste prevalece o genotipo 2 e na 
Regiao Sul o genotipo 3. 64 (Figura 6.14) 

- Caracterfsticas e constitui^ao genomica do HCV 

O HCV e um membro da familia Flaviviridae. 65 Nessa 
famflia, os virus estao associados a zoonoses e doen^as que 
acometem humanos. Sao classificados em pelo menos tres 
diferentes generos: Pestivirus (virus da diarreia bovina e da 
febre suina), Flavivirus (virus da dengue e da febre ama- 
rela), que se relacionam com as mais importantes doen- 
£as transmitidas por artropodes e, atualmente, o genero 
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Figura 6.14 Distribuigao dos genotipos do HCV nas diferentes regioes 
brasileiras. 


Hepacivirus, cujo unico membro e o HCV. 66 O HCV tem 
formato esferico, com 55 a 65 nm de diametro e envoltorio 
lipidico de aproximadamente 7 nm de espessura. O genoma 
e constituido por uma fita simples de RNA, com polari- 
dade positiva, contendo aproximadamente 9.400 nucleoti- 
dios. A regiao codificante do genoma viral compoe-se de 
uma fase de leitura aberta (ORF) traduzida em uma poli- 
proteina precursora de, aproximadamente, 3.000 aminoa- 
cidos (aa), 3,67 sendo tambem utilizada como molde para 
replica^ao do RNA viral. A partir do segmento N-terminal 
da poliproteina sao processadas as proteinas estruturais do 
nucleocapsidio (core), as proteinas do envelope viral (El e 
E2) e a proteina de canal ionico p7. As proteinas nao estru¬ 
turais (NS) sao processadas a partir da por^ao C-terminal 
e sao codificadas para proteases NS2, NS3, helicase (NS3), 
NS4A, NS4B, NS5A e NS5B (RNA polimerase depen- 
dente de RNA). 68 O genoma viral esta representado na 
Figura 6.15. 

Genotipos do HCV 

Com base na sequencia de nucleotidios, o estudo dessa 
heterogeneidade resultou na classifica^ao do HCV em seis 
genotipos principais. Eles sao identificados com algarismos 
arabicos, de acordo com a ordem em que foram sendo desco- 
bertos e nomeados como “tipo ’. Alguns tipos tem sequencias 
estritamente relacionadas e sao classificados como subtipos, 
identificados por letras minusculas (la, lb, lc, 2a, 2b, 3a, 3b 
etc.). Os diferentes genotipos sao resultantes do acumulo de 
muta^oes que ocorrem na evolu^ao viral. Entre os diferentes 
genotipos a similaridade da regiao nao estrutural do HCV e 
inferior a 68% e de 77 a 80% entre os diferentes subtipos de 
um mesmo genotipo. 69 A composi^ao da quase especie do 
HCV refere-se a variabilidade genetica dentro do individuo 
infectado, como resultado de nova infec^ao com popula^ao 
viral heterogenea e acumulo de muta^oes durante o curso da 
infec^ao. 70 
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Ftgura 6.15 Representagao esquematica do genoma do HCV com as regioes nao traduzidas (UTR), estruturais e nao estruturais (NS) e as protei- 
nas utilizadas como antigenos nos testes sorologicos. RHV1 = regiao hipervariavel I. 21 


■ Diagnostico laboratoriai da hepatite C 

O diagnostico da hepatite C e gerairaente casual, ja que a 
maioria dos individuos infectados apresenta a forma cronica 
e assintomatica da doenga. Assim, os testes de triagem soro- 
logica e a detecgao molecular do HCV sao mais importan- 
tes na identificagao desses recursos. Desde 1990, quando os 
testes de triagem para detecgao de anticorpos contra o HCV 
foram licenciados e comercializados, surgiram varias versoes 
de ensaios com o intuito de tornados mais sensiveis e espe- 
cificos. Apesar disso, os testes imunoenzimaticos utilizados 
para a triagem de anti-HCV apresentam serias limitagoes pela 
alta frequencia de resultados inespecificos. Para a triagem 
sorologica em bancos de sangue, procura-se utilizar testes 
com elevada sensibilidade por causa da janela imunologica e, 
como consequencia, pode resultar em uma parcela de resulta¬ 
dos falso-positivos. O primeiro marcador a ser detectado no 
plasma de individuos apos a infecgao e o RNA viral, seguido 
do antigeno do core do HCV (HCVcAg). O pico da alanino 
aminotransferase (ALT) e observado em media 8 semanas 
apos o inicio da infecgao, epoca em que os anticorpos contra o 
antigeno do core tornam-se detectaveis. Os anticorpos especi- 
ficos contra as proteinas virais aparecem cerca de 50 dias apos 
o aparecimento do RNA viral (Figura 6.16). 

Os anticorpos anti-HCV podem se tornar indetectaveis 
apos a infecgao ser controlada, definindo um fenomeno cha- 
mado de sororreversao. A sororreversao pode ser completa ou 


parcial. A primeira e definida como a perda total de anticorpos 
especificos detectaveis, como por exemplo, mudanga de resul- 
tado positivo para negativo no ELISA anti-HCV. A sororrever¬ 
sao parcial e caracterizada pelo desaparecimento ou diminui- 
gao de um ou varios, mas nao de to dos os anticorpos contra 
os antigenos do HCV. Essa sororreversao tern sido relatada em 
pacientes hemodialisados, 72 imunodeficientes 73 e individuos 
imunocompetentes depois de resposta completa a terapia com 
interferona-a. 74 

O immunoblot (IB) e um ensaio qualitativo utilizado para 
detectar anticorpos especificos para cada fragao antigenica 
do HCV separadamente no soro ou plasma, e foi desenvol- 
vido para ajudar a resolver o problema dos resultados falso- 
positivos que poderiam ser gerados em um ELISA. Assim, os 
IB tambem foram desenvolvidos como de primeira (IB-1), 
segunda (IB-2) e de terceira (IB-3) geragao, com os mesmos 
antigenos utilizados no ELISA das respectivas geragoes. As 
novas versoes do IB incluem tambem antigenos recombinan- 
tes e sinteticos provenientes das regioes mais conservadas do 
genoma viral de outros genotipos, entre os quais os tipos 2 e 
3, alem do 1. Esses antigenos, dispostos de modo linear ou 
em bandas sobre uma fita de nitrocelulose, sao oriundos do 
core (4 epitopos), NS4 (3 epitopos), NS5 (3 epitopos) e E2/ 
NSl. 73 Nos testes de terceira geragao, a substituigao de alguns 
antigenos recombinados por peptidios sinteticos resultou 
em importante melhora na sensibilidade e na especificidade 
do teste, com uma redugao de resultados indeterminados. 
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Figura6.16Evolugaodosmarcadoresda hepatite C. 71 RNAHCV=acido 
ribonudeico do virus da hepatite C; ALT = alanina aminotransferase; 
tarja branca = PCR negativo; tarja azul = PCR positive. 


Apesar da melhora dos antigenos utilizados, o IB anti-HCV 
apresenta, ainda, menor sensibilidade em relagao aos testes de 
ELISA, 76 alem de nao apresentar especificidade otima. Ambos 
os testes de triagem e suplementar podem ter resultados falso- 
positivos em hipergamaglobulinemias, hepatites autoimunes e 
falso-negatives em hipogamaglobulinemias, em condigoes de 
imunossupressao, entre outros. 77 

O diagnostico molecular da infeegao pelo HCV e funda- 
mentado na deteegao do RNA do HCV e na sua quantifica- 
gao, por inter medio de tecnicas de biologia molecular, padro- 
nizadas in house ou kits comerciais. Para deteegao do RNA 
viral, a reagao em cadeia da polimerase (PCR), qualitativa ou 
quantitativa, e a mais empregada e e considerada hoje a tec- 
nica mais adequada na caracterizagao do estado de infeegao 
pelo HCV, possibilitando a determinagao da viremia muito 
precocemente, ainda na fase de janela imunologica, e tam¬ 
bem no acompanhamento da terapeutica pela quantificagao 
da carga viral. 

► Testes de triagem. Anticorpos na infeegao pelo HCV nao 
significam protegao, imunidade ou defesa efetiva, como ocorre 
em outras doengas virais, embora a presenga dos anticorpos 
seja a base do diagnostico no acompanhamento laboratorial e 
a deteegao deles constitua a maneira mais pratica de triagem. 78 
O ensaio imunoenzimatico mais empregado utiliza antigenos 
recombinantes e peptidios sinteticos e tern a vantagem de ser 
prdtico, com possibilidade de automagao e custo relativa- 
mente baixo. Os resultados positivos ou inconclusivos nesses 
testes devem ser confirmados por immunoblots , que, forne- 
cem a positividade individual para cada antigeno utilizado 
nas tiras de suporte solido e conferem maior especificidade a 
reagao. Entretanto, recentemente as tecnicas moleculares tem 
sido preferidas como teste suplementar, resultando em um 
novo algoritmo cuja confirmagao e feita por testes como, por 
exemplo, a reagao em cadeia da polimerase (PCR). 

► Kits diagnostics comerciais. O primeiro teste ELISA 
(ELISA-1 ou de primeira geragao), desenvolvido em 1990, 
tinha como antigeno somente uma proteina recombinante 
derivada, por clonagem, do gene NS4 (C100-3). Esse teste, 
por utilizar um unico antigeno, demonstrou baixa sensibili¬ 
dade, em torno de 70 a 80%, em regioes de alta prevalencia 
para o HCV, e baixa especificidade, principalmente em popu- 
lagao de baixo risco, em que se observou um valor preditivo 


positivo de 30 a 50%. Alguns autores tem relatado a ocorren- 
cia de ate 70% de resultados falso-positivos em amostras de 
doadores de sangue. 79 Uma das causas da inespecificidade 
decorre das rea^oes cruzadas com superoxido dismutase 
(SOD), empregada no processo de clonagem da proteina. 
Com a baixa sensibilidade dos testes de primeira geragao e a 
soroconversao tardia, de cerca de 2 a 4 meses apos a infee¬ 
gao em pacientes imunocompetentes e de 6 a 12 meses em 
pacientes imunodeficientes, a ocorrencia de transmissao do 
HCV pelo sangue ainda se manteve alta. 68 Em 1992 surgiu o 
ensaio de segunda geragao (ELISA-2) que utilizou as protei- 
nas C22-3r da regiao do core, C33cr da regiao NS3 e C200 das 
regioes NS3 e NS4 do genoma viral. A sensibilidade e a espe¬ 
cificidade aumentaram, com redugao da janela sorologica 
para 88 dias. 80 Posteriormente, em 1994, foi desenvolvido o 
teste de terceira gera^ao (ELISA-3), que acrescentou ao teste 
anterior a proteina NS5 e tambem a utiliza^ao da proteina do 
NS3 reconfigurada, ou seja, quimicamente modificada para 
aumento da reatividade e, consequentemente, para aumentar 
a sua sensibilidade. Alem disso, em varios deles, algumas fra- 
£oes antigenicas foram substituidas, tais como a cl00-3r e a 
c33cr por peptidios sinteticos (Figura 6.15) correspondentes 
aos seus epitopos imunodominantes, melhorando tambem 
sua especificidade. Entretanto, os testes de terceira gera^ao 
nao apresentaram diferen^as significativas na sensibilidade 
em rela^ao aos de segunda geraqao, mas houve discreta dimi- 
nui 9 ao da janela sorologica para aproximadamente 66 dias. 80 
Outros testes com o objetivo de diminuir a janela imunologica 
estao disponiveis comercialmente. Um deles e capaz de detec- 
tar o antigeno do core do HCV (HCVcAg) em cerca de 3 a 
5 dias apos o surgimento do RNA viral e o outro e um ensaio 
combinado para detec^ao simultanea do antigeno do core e de 
anticorpos anti-HCV em plasma ou soro humano. 

Os testes reativos no ELISA podem ser confirmados pela 
PCR ou pelo IB. Devido a facilidade de padronizaqao e de 
automa^ao dos testes de ELISA HCVcAg, esta pode ser uma 
alternativa eficiente em paises que, por motivos economicos, 
nao possam utilizar a tecnica de testes de acidos nucleicos 
(NAT) para o HCV na triagem da infeeqao, principalmente 
durante a fase de janela imunologica. 81 

Em 2003, os CDC propuseram dois novos algoritmos para 
detec^ao do HCV, sendo um deles o uso de um indice de rea¬ 
tividade estabelecido pela razao da densidade optica (DO) da 
amostra e o valor de corte do teste (cut-off ou CO). 82 O valor 
desse indice (DO/CO) deve ter correlate ao com a positividade 
no immunoblot de no minimo 95%, para que o resultado possa 
ser considerado como positivo. A DO/CO deve ser estabele- 
cida para cada laboratorio dentro de suas condi^oes de rotina 
e os resultados maiores que os valores desse indice seriam con¬ 
siderado s positivos, e abaixo dele teriam de ser confirmados 
pelo immunoblot. O segundo algoritmo consiste na utiliza^ao 
de um teste molecular (PCR) nas amostras com teste de tria¬ 
gem positivo ou inconclusive. Nas amostras cujos resultados 
da PCR forem negativos, o immunoblot devera ser realizado. O 
algoritmo utilizado ate entao e a realiza^ao do immunoblot nas 
amostras reativas pelo teste de triagem (Figura 6.17). A vanta¬ 
gem dos algoritmo s alternatives e de serem mais economicos 
ou fornecerem um diagnostico mais complete, informando 
tambem sobre a presen^a ou nao da viremia (Figura 6.18). 82 
Assim, a escolha de um ou outro algoritmo depende do obje- 
tivo da realiza^ao do diagnostico, como mostra o trabalho de 
Barreto et a/. 83 O Quadro 6.2 mostra a interpreta^ao provavel 
dos resultados obtidos usando esses algoritmos. 
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Figura 6.17 Algoritmododiagnostico confirmatorio da hepatite C uti- 
lizando immunoblot para detecgao de anticorpos anti-HCV. 02 


Figura 6.18 Algoritmo alternativo do diagnostico da hepatite C utili- 
zando o indice de reatividade como cut-off. 82 


Quadro 6.2 ■ Recomendaptes para liberar os resultados dos testes para deteqao de anticorpos anti-HCV e a necessidade de realizagao de 
testes confirmatorios. 82 


Resultados do teste de 


triagem anti-HCV 

Resultados do teste confirmatorio 

Interpretagao 

Comentarios 

Negativo 

Nao real izar 

Anti-HCV negativo 

Nao infectado pelo HCV 

Infeqao recente 

Outra evidencia indicativa de infeegao pelo HCV 

Positivo com valor aito de DO/CO 

Nao real izar 

Anti-HCV positivo 

Provavel infeegao presente ou passada, nao reaiizar teste 
suplementar com DO/CO alto. Menos de 5% de falso-positivos, 
reaiizar teste suplementar se necessario 

Positivo 

18 positivo 

Anti-HCV positivo 

Indica infeegao presente ou passada 

Positivo 

18 negativo 

Anti-HCV negativo 

Nao infectado pelo HCV 

Infeegao recente 

Outra evidencia indicativa de infeegao pelo HCV 

Positivo 

18 indeterminado 

Anti-HCV indeterminado 

Resultado nao definido 

Coietar nova amostra depois de 1 mes: repetir anti-HCV ou reaiizar 
teste RNA HCV 

Positivo 

Teste de acido nucieico (NAT) positivo 

Anti-HCV positivo 

RNA HCV positivo 

infeegao ativa pelo HCV 

Positivo 

NAT negativo 

18 positivo 

Anti-HCV positivo 

RNA HCV negative 

Anti-HCV positivo indica infeegao presente ou passada 

Urn unico teste de HCV RNA negativo nao exclui infeegao ativa 


DO - densidade optica; CO = densidade optica corte do teste; IB= immunoblot. 


- Genotipagem do HCV 

A PCR permite ainda que se realize a genotipagem do HCV 
que avalia a possibilidade de coinfecgoes ou ainda de reinfec- 
goes por cepas virais diferentes. Pode-se caracterizar o genoma 
viral classificando-o em diferentes genotipos e subtipos do 
HCV pelas teenicas de RFLP (restriction fragment length poly¬ 
morphism ), de sequenciamento genomico e o metodo comer- 
cial LiPA® (Line Probe Assay - Innogenetics, Belgica), 84 funda- 
mentado na hibridagao dos produtos amplificados da regiao 5' 
UTR com sondas genotipo-especificas. 85 Os metodos baseados 
na regiao 5' UTR do VHC permitem que se faga a genotipa¬ 
gem do HCV para a maior parte dos genotipos circulantes, mas 


recentemente foi demonstrado que esses metodos podem nao 
identificar propriamente o genotipo 6, que nao e encontrado 
em nosso pais, sendo praticamente restrito ao Sudeste Asiatico. 
Alem disso, a classificagao dos subgenotipos do HCV, identi- 
ficados por uma letra minuscula apos o genotipo (p. ex., la, 
lb, 2a, 2b, 3a, 3b etc.), pode apresentar resultados equivocados 
com essa metodologia. Como para efeitos clinicos a classifica¬ 
gao do HCV em genotipos e suficiente, em nosso pais ainda sao 
utilizadas metodologias baseadas apenas na regiao 5' UTR, mas 
novas metodologias de LiPA, que analisam tambem a regiao C 
ou de sequenciamento da regiao NS5B, foram desenvolvidas 
para melhorar a classificagao dos subgenotipos virais, evitando 
possiveis erros na classificagao dos genotipos virais. 
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■ Tratamento 

Atualmente o tratamento para hepatite cronica C funda¬ 
mental se na combina^ao de interferona-a peguilada (IFN-a- 
Peg), IFN-a2a peguilada ou IFN-a2b peguilada e ribavirina, 
sendo que o tratamento de referenda emprega doses sema- 
nais de IFN-a peguilada e doses diarias de ribavirina. As tec- 
nicas moleculares sao uteis no seguimento de todas as fases 
do tratamento. 84 A quantifiea<;ao dos niveis de RNA viral e 
um dos parametros utilizados para verificar a resposta virolo- 
gica sustentada (clareamento do RNA do HCV por 24 sema- 
nas depots da suspensao do tratamento), a qual e o ponto final 
da terapia. 86 

Diversos fatores do hospedeiro podem influenciar o 
resultado do tratamento, tais como a cinetica da redu^ao da 
carga viral com a terapia com IFN, as quase especies virais 
e as muta^oes na regiao NS5A. Foi observado que pacien- 
tes infectados pelo genotipo 1 apresentam pior resposta ao 
tratamento com interferona do que aqueles infectados com 
gendtipos 2 e 3. 87 Estudos matematicos mostraram que a 
resposta viral precoce, definida como a diminui^ao de 2 log 
na carga viral nas primeiras 12 a 24 h de tratamento, e pre- 
ditiva de resposta virologica sustentada (RYS) e pode ser 
usada para monitorar o tratamento. 87 Essas considera^oes 
permitem afirmar que o tipo do genotipo e a carga viral 
pre-tratamento sao os mais preditivos na resposta terap£u- 
tica. 58 

No Brasil, por meio da Portaria n° 863, de 4 de novembro 
de 2002, da Secretaria de Assistencia a Saude, foi estabele- 
cido um protocolo clinico com diretrizes terapeuticas para o 
tratamento da hepatite cronica pelo virus C. Esse protocolo 
determina criterios de inclusao/exclusao de pacientes no 
tratamento, criterios de diagnostico, esquema terapeutico, 
mecanismos de acompanhamento e avalia^ao desse trata¬ 
mento. 60 

- Perspectivas de produgao de vacinas 

Apesar do conhecimento sobre o HCV, por mais de uma 
decada nao houve grandes avan^os no desenvolvimento de 
uma vacina. 88 Os maiores obstaculos sao a falta de um sis- 
tema de cultura adequada para a propaga^ao do virus e de um 
modelo animal de pequeno porte. Estudo recente em animais 
de pequeno porte demonstrou que a filogenia do Tupaia belan- 
geri esta estritamente relacionada com a dos primatas e esta 
especie pode ser infectada pelo HCV in vivo. 89 Os hepatocitos 
do Tupaia belangeri podem representar um novo modelo de 
cultura celular para o estudo das importantes etapas do cido 
de vida viral, incluindo a availa^ao funcional do CDS 1 como 
receptor celular do HCV, a existencia de outros receptores e 
tambem a neutraliza^ao viral. 90 

Outro obstaculo para a vacina e a alta heterogeneidade 
do virus, fazendo supor que deveria ser desenvolvida uma 
vacina para cada genotipo, e tambem porque a resposta de 
anticorpos aos antigenos recombinantes e pobre em huma- 
nos. Um fato ainda mais relevante e que a imunidade ao HCV 
nao e completa. Apos a recupera^ao da infec^ao e possivel a 
reinfec^ao como resultado da exposi^ao a cepas diferentes do 
virus ou as mesmas cepas. Esses fatos mostram que o desen¬ 
volvimento de uma vacina requer um avan^o fundamental na 
imunologia. No presente momento, o controle da hepatite C 
requer medidas de saude publica e disponibilidade de trata¬ 
mento a todos os individuos infectados que apresentem indi- 
ca^ao para tal. 91 


► Hepatite delta 

Em 1977, Rizzetto et al 92 observaram no nucleo de hepato¬ 
citos de pacientes com hepatite B cronica um antigeno desco- 
nhecido, semelhante ao antigeno do core (HBcAg). Embora nao 
coexistisse com ele, foi associado a infec^ao pelo HBV Esse anti¬ 
geno foi chamado de delta e pacientes que o acometiam desen- 
volviam anticorpos antidelta. Somente em 1980 o antigeno delta 
(HDVAg) foi reconhecido como componente de um novo virus, 
um agente-satelite e subviral humano, que depende da presen^a 
do HBV para sua replica^ao e de seu respectivo envelope de 
proteinas, o HBsAg, para completar seu cido biologico. 

- Caracterfsticas e constitui^ao gendmica 
do virus da hepatite delta 

A particula viral do virus da hepatite delta (HDV) e esfe- 
rica, envelop ada, medindo aproximadamente 36 nm. O seu 
genoma nao esta relacionado com o do hepadnavirus, do qual 
o HBV faz parte, e e constituido de uma cadeia simples de 
RNA negativa, circular, de aproximadamente 1,7 kb de com- 
primento, contendo cerca de 60% de C + G. 93 A cadeia circu¬ 
lar de polaridade positiva contem somente uma fase de leitura 
aberta (ORF) que codifica o HDVAg, unica proteina conhe- 
cida, por meio de transcri^ao de 0,8 kb de RNA mensageiro. 94,95 
O HDVAg e constituido de duas proteinas, uma curta (short) 
denominada HDVAg-S (195 aminoacidos), requerida para a 
replica^ao viral, e outra longa (long) chamada de HDVAg-L 
(214 aminoacidos), que inibe a replica^ao viral e promove o 
empacotamento do RNA nos virions. Esse antigeno localiza-se 
no nucleo das celulas hepaticas. A exata medida do genoma 
mostrou que o HDV nao e um virus convencional e e bem 
menor que o DNA de outros virus conhecidos, que acometem 
animais, com dimensao similar ao tamanho e estrutura dos 
virioides de plantas superiores. 

O HDV tern sua replica^ao defectiva, e um virus RNA- 
dependente, que requer o HBsAg do HBV para encapsular seu 
proprio genoma. As proteinas da membrana externa do HDV 
sao providas pelo HBV. 93 O HBsAg do involucro do HDV 
constitui-se de tres tipos de proteina. A primeira e codificada 
pelo gene S do DNA do HBV; a segunda inclui a sequencia de 
55 aminoacidos da regiao Pre-S2; e a terceira inclui tambem 
os 108 a 119 aminoacidos da regiao pre-Sl. O revestimento 
externo do HDV pelo HBsAg impede a hidrolise interna do 
RNA do HDV 92 (Figura 6.19). 
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36 nm 

Figura 6.19 Representagao esquematica do HDV. 
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- Transmissao 

O HDY e transmitido por via parenteral, de modo similar 
ao HBY. A transmissao pelo contato sexual pode ocorrer e a 
vertical (da mae para o recem-nascido) e rara. A transmissao 
intrafamiliar tambem e importante. 96 Um fator epidemio- 
logico para a disseminagao do HDV e o estado de portador 
cronico do HBV em areas end£micas, dependentes de drogas 
illcitas, hemodialisados e politransfundidos. 92,97 

A infecgao pelo HDV pode causar doenga hepatica grave, 
tanto aguda como cronica, com taxa de cronicidade de 70 a 90% 
nos casos de superinfec^ao, levando a cirrose em 30 a 70% dos 
pacientes. 98 Estima-se que 15 milhoes de pessoas estejam infec- 
tadas pelo HDV e que 5% dos portadores do antigeno de superfl- 
cie da hepatite B (HBsAg) estejam coinfectados com o HDY" 

Um fator que pode influenciar o curso da doenga e o geno- 
tipo do HDV. Esse virus esta dividido em oito principals geno- 
tipos que diferem entre si em 40% na sequencia de nucleo- 
tldios. 100 Enquanto o genotipo do HBV parece nao afetar a 
interagao do HBsAg com o HDV, o genotipo do HDV pode 
influenciar a montagem do virion com o HBsAg. O genotipo 
1 e o mais frequente no mundo e sua patogenicidade e varia- 
vel. Um estudo em Taiwan mostrou que pacientes infectados 
com genotipo tipo 1 do HDV tiveram menor taxa de remissao 
e mais resultados adversos do que o genotipo tipo 2 do HDV. 
Os genotipos 2 e 4, encontrados na Asia Oriental, foram asso- 
ciados a doenga mais branda, no entanto a variante 2b foi asso- 
ciada a maior progressao para cirrose; o genotipo 3 do HDV foi 
associado a hepatite fulminante na America do Sul. 100 

Variagoes na sequencia de aminoacidos expressas no 
HBsAg ocorrem naturalmente e podem diminuir a eficiencia 
na formagao dos genotipos 2 e 4, mas nao no genotipo l, 101 
levando provavelmente a sua ampla distribuigao no mundo. A 
infecgao delta cronica e a principal causa de cirrose hepatica 
em criangas e adultos jovens em areas endemicas da Italia, da 
Inglaterra e na regiao Amazonica do Brasil. Em areas de alta 
endemicidade pelo HBV, os portadores cronicos sao reserva- 
torios importantes na disseminagao do virus delta. 13 

- Patogenese da hepatite D 

Estudos experimentais e cllnicos apontam para o cara- 
ter patogenico do HDV. Na fase aguda, o RNA do HDV ou 
o HDVAg podem ter um efeito citotoxico nos hepatocitos. Ja 
quando e expresso em grande quantidade o pequeno HDVAg 
e diretamente citotoxico para as celulas." Na fase cronica, a 
inflamagao em torno dos hepatocitos infectados e de varios 
anticorpos sugere um modelo de resposta imune na patoge¬ 
nese do HDV. O anticorpo mais prevalente implicado nesse 
aspecto e o anticorpo microssomal flgado-rim tipo 3 (LKM3) 
dirigido contra a uridina difosfato glucuronil transferase. 102 

A interagao entre os dois virus e complexa e o HDV pode 
reprimir o aparecimento dos marcadores da hepatite B nas 
celulas infectadas e ate mesmo levar a eliminagao da replica- 
gao viral ativa. A infecgao pelo HDV pode ser adquirida de 
dois modos diferentes: coinfecgao e superinfec^ao. A coinfec - 
gao e simultanea pelos dois virus (HBV e HDV) e resulta em 
infec^ao aguda, muitas vezes autolimitada. O perlodo de incu- 
ba^ao depende da concentra^ao do inoculo e, dependendo do 
tltulo relativo do HBV ou HDV, um ou dois acessos de hepa¬ 
tite podem ser vistos." A possibilidade de um indivlduo evo- 
luir para doen^a cronica na coinfec^ao e similar a quando esta 
infectado somente pelo HBV. 103 O curso sorologico da coin- 
fec^ao HBV e HDV esta esquematizado na Figura 6.20. 



Figure 6.20 Curso sorologico caracterrstico da coinfec^ao pelo HBV 
e pelo HDV. 


A superinfecgao ocorre quando um portador do HBV 
cronico adquire o HDV, ocasionando uma hepatite aguda, 
grave, com um perlodo de incuba^ao curto que induz a hepa¬ 
tite D cronica em mais de 80% dos casos. A hepatite crdnica 
grave frequentemente progride para cirrose. Durante a fase 
aguda da infec^ao pelo HDV a slntese de HBsAg e DNA do 
HBV e inibida ate o clareamento do HDV. 93 O curso sorolo¬ 
gico da superinfec^ao HBV e HDV esta esquematizado na 
Figura 6.21. 

- Diagnostic?) laboratoriai da hepatite D 

Os testes sorologicos sao uteis para distinguir essas duas 
formas de infec^ao do HDV e estao disponlveis comercial- 
mente. O diagnostico pode ser feito pela detec^ao dos anti¬ 
corpos IgM e IgG contra o HDVAg no soro. Na coinfec^ao 
(HBV + HDV) a fase aguda e determinada pela presen^a do 
anti-HBc IgM sem a expressao da antigenemia D. 104 Os mar¬ 
cadores sorologicos do HDV surgem apos 4 a 8 semanas da 
infec^ao, com o aparecimento inicial do RNA-HDV, seguidos 
do HDVAg e, posteriormente, do anti-HDV IgM e anti-HDV 
total (Quadro 6.1). 

Na superinfec^ao (portador do HBV e infec^ao aguda pelo 
HDV), a pesquisa do anti-HBc IgM e negativa, HBeAg e/ou 
anti-HBe sao positivos, dependendo do estado do portador, e 
anti-HDV IgM e anti-HDV total sao positivos (Quadro 6.3). 



Evolugao 


Figure 6.21 Curso sorologico caracteristico da superinfecgao pelo HBV 
e pelo HDV. 
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Quadra 6.3 ■ Investigate) laboiatorial da hepatite delta. 13 


Testes Interpretagao 


HBsAg (+) 

anti-HBc total (+) e anti-HDV total (+) 
anti-HBc IgM (+) anti-HDV IgM (+) 

Coinfecgao: HBV + HDV 

(Encam inha r para servigo especial izado) 

HBsAg (+) 

anti-HBc total (+) e anti-HDV {-) ou (+) 
anti-HBc IgM (-) anti-delta IgM (+) 

Superinfecgao: HBV cronico + HDV 
(Encaminhar para servigo especial izado) 

HBsAg (-) 
anti-HBc total (-) 

Suscetivel a infeegao pelo HBV e HDV 
(Avaliarvacinagao para HBV) 


Nos tipos cronicos de hepatite D> o diagnostico sorologico 
baseia-se na pesquisa do aticorpo IgM anti-HDV ou total e a 
confirma^ao da presemga do Ag-HD no tecido hepatico. 104 

Tecnicas moleculares como a PCR e hibridiza^ao podem 
ser utilizadas para a pesquisa do RNA do HDV no soro ou no 
tecido hepatico, e sua presemga indica alta infectividade e sua 
persistencia, progressao para cronicidade. O RNA do HDV e 
detectavel em 90% dos pacientes na fase sintomatica e torna-se 
indetectavel depois da recupera^ao clinica. 105 Durante o segui- 
mento o desaparecimento do anticorpo IgM anti-HDV indica 
recupera^ao da infec^ao cronica do HDV. Pesquisa de anti- 
corpos anti-HDV deve ser realizada em pacientes com HBsAg 
positivos e hepatite cronica ativa. Muitos pacientes com HDV 
cronico tem anticorpos anti-HBeAg e niveis reduzidos de 
replica^ao. O RNA do HDV pode ser detectado em 60 a 75% 
dos pacientes e normalmente esta correlacionado com niveis 
elevados de ALT e danos hepatico s. 103 

- Tratamento 

A infec^ao relacionada com o HDV e dificil de ser tratada. 
Se uma hepatite fulminante ocorrer na fase aguda da hepatite 
D o transplante de figado e a unica op^ao de tratamento. 106 
No momento o tratamento 6 feito com IFN-a durante 1 ano 
em portadores do HDV. Melhores resultados sao obtidos com 
IFN-Peg, que proporciona um clareamento viral sustentado 
do RNA-HDV no soro. 107 

O problema da terapia no HDV e que o virus nao tem nenhum 
alvo com fung;ao enzimatica especifica, tais como as polimerases 
e as proteases do HBV e do HCV. A atividade do HDV depende 
do HBsAg e nao da replicaqao do HBV e de seu nivel de RNA. 100 

Nos paises em que ocorre o controle da infec^ao pelo HBV, 
houve diminui^ao na circula^ao do HDV, mudando o cenario 
clinico da infec^ao. 108 Ja nos paises subdesenvolvidos, onde 
nao ha controle do HBV, a HDV continua sendo um grande 
problema de saude publica. 

► Virus da hepatite E 

No periodo entre 1955 e 1956 ocorreu um surto de hepatite 
em Deli, na India, que envolveu aproximadamente 29 mil indi- 
viduos apos a ingestao de agua potavel contaminada com esgoto. 
Pela abrangencia da infec^ao ela foi considerada uma epidemia 
que motivou amplos estudos, levando ao conhecimento de um 
agente etiologico distinto dos demais ate entao conhecidos. 109 
A primeira evidencia desse outro agente que causava hepatite 
transmitida pela agua foi observada em 1983 e ficou conhecido 
como o agente etiologico da hepatite nao A nao B de transmis- 
sao enterica (ET-HNANB). Subsequentemente foi associado 


a principal causa de hepatite esporadica em regioes nas quais 
o tipo epidemico existia. O agente viral para ET-HNANB foi 
clonado, sequenciado e designado como virus da hepatite E 
(HEV). 110,111 Em menos de duas decadas, desde que foi iden- 
tificado, seu clone infeccioso de DNA complementar (cDNA) 
foi conhecido 112 e muito tem sido feito para o diagnostico da 
hepatite E e a produ^ao de uma vacina. 

■ Caracteristicas e constitui^ao genomica do HEV 

O HEV foi identificado pela primeira vez nas fezes de 
pacientes com ET-HNANB por meio da microscopia eletro- 
nica 113 e, pelas suas caracteristicas, foi inicialmente classifi- 
cado na familia Caliciviridae dos agentes do grupo dos virus 
Norwalk (Norwalk virus). Entretanto, apos a analise genomica 
mais detalhada verificou-se que o HEV e um virus filogeneti- 
camente distante dos outros agentes da familia Caliciviridae. 114 
O HEV foi classificado como uma especie do novo g£nero 
Herpesvirus na familia Herpesviridae; 115 contudo, novas infor- 
ma^oes sobre sua expressao, estrategia de replica^ao e dos 
padroes de processamento de seus componentes sao necessa- 
rias para uma classifica^ao conclusiva. 

A particula viral e pequena, esferica, nao envelopada, 
medindo de 27 a 34 nm de diametro. 113 O genoma de aproxi¬ 
madamente 7,2 kb de comprimento consiste em uma fita sim¬ 
ples de RNA de polaridade positiva, poliadenilado. 116 Contem 
duas curtas regioes nao traduzidas (UTR), 5' e 3' UTR. Os 
genes nao estruturais estao localizados na regiao 5' e os genes 
estruturais na regiao 3\ 117 

Com base na analise molecular de isolados distintos geo- 
graficamente, o genoma pode confer tres fases de leitura aber- 
tas (ORF) sobrepostas. 118 A ORF1 esta localizada no final da 
regiao 5 f , come^a no nucleotidio (nt) 28 e contem 5.079 pares 
de base (pb) (1.693 aminoacidos) de comprimento. E a maior 
das tres e codifica uma poliproteina nao estrutural. A analise 
das sequencias dos nucleotidios de cepas birmanesas isoladas 
revelou a presen^a de sequencias consensuais na ORF1, da 
metiltransferase, da cisteina protease semelhante a papaina, 
da RNA helicase e da RNA polimerase dependente de RNA, 117 
envolvidas na replica^ao viral; ORF2 esta localizada na regiao 
y , come^a no nucleotidio 5147, contem 1.980 pb e codifica 
as principals proteinas estruturais do capsidio; compreende 
tambem uma proteina glicosilada utilizada nos transportes, 119 
os principals epitopos imunologicos e um polipeptidio com 
um alto percentual de aminoacidos basicos; ORF3 e a menor 
delas, esta localizada no final da ORF1, engloba 369 pb, sobre- 
poe a ORF1 no 5 f final por 1 nt, sobrepoe-se significativamente 
a ORF2 120 e codifica uma pequena fosfoproteina imunogenica 
associada ao citoesqueleto. 121 A regiao 5 f nao traduzida (28 pb) 
possivelmente desempenha um papel na transcri^ao e expres¬ 
sao do virus. O coeficiente de sedimenta^ao encontrado para 
o HEV foi de 183S e algumas vezes em particulas defectivas 
de 165S. O HEV e resistente a mudan^as de pH entre ligeira- 
mente alcalino e acido, mas parece nao tolerar altas concen¬ 
trates de sais. 

A estrutura tridimensional de uma automontagem da par¬ 
ticula recombinante do HEV foi feita a 22 A de resoluqao por 
microscopia eletronica de varredura (Figura 6.22), e a imagem 
tridimensional foi reconstruida, na qual o capsidio e dominado 
por dimeros que definem as 30 unidades morfologicas. 122 

Analise filogenetica das cepas do HEV provenientes de 
regioes geograficas distintas mostrou varia^oes na sequencia 
de seus genomas e os classificou, em funqao da divergencia dos 
nucleotidios em ate 20% da ORF2, em quatro genotipos (1,2, 
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3 e 4) e em 24 subtipos designados pelo numero do genotipo 
seguido de letras (la, lb, lc, Id, le, 2a, 2b, 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 
3 g, 3 h, 3i, 3j, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f e 4 g). 113 O genotipo 1 con- 
siste em uma variedade epidemica em paises em desenvolvi- 
mento na Asia e Africa e previamente acreditou-se que infec- 
tava somente seres humanos, mas recentemente foi detectado 
em porcos no Camboja. 123 O genotipo 2 tern sido encontrado 
no Mexico e na Africa (Nigeria; Chade) apenas em seres huma¬ 
nos. 124 O genotipo 3 e prevaiente em rebanhos de suinos nos 
EUA, na Europa, no Canada, no Mexico, na Nova Zelandia, 
na Coreia do Sul, no Japao e na Tailandia. As cepas isoladas 
do genotipo 3 de varios paises demonstraram uma forte rela- 
gao genetica entre suinos e humanos, o que sugere que sui¬ 
nos possam ser o reservatorio do virus, embora seja possivel 
que humanos e suinos possam compartilhar um reservatorio 
comum. 125 O genotipo 4 tern sido isolado de varias regioes 
da China, incluindo o sul (Guangzhou e Shanghai), o centra 
(provincia Henan) e o norte (provincia Liaoning e Beijing) e 
tern sido responsavel por uma proporgao significante de casos 
de hepatite aguda. 112 O genotipo 4 encontrado na China pode 
ser uma zoonose de origem suina. Uma nova cepa do HEV 
foi isolada de aves (galinhas) com sindrome esplenomegalica 
de hepatite e foi proposto um novo genotipo (genotipo 5) ou 
classifica-la em um genera separado. 124 

- Transmissao 

A principal via de transmissao do HEV e a oro-fecal. 
Evidencia de contaminagao fecal em reservatorio s de agua foi 
associada a epidemias graves na India. Essas epidemias ocor- 
rem principalmente nos meses de inverno, quando ha queda 
do nivel de agua, concentrando assim os contaminantes, e 
durante a estagao das mongoes, quando ocorrem enchentes 
e aumenta o risco de contaminagao fecal na agua potavel. A 
falta de informagao adequada pode ser uma via alternativa de 
transmissao do HEV. A taxa de transmissao entre os membros 
das familias de pacientes portadores de hepatite E aguda e de 
1 a 2% dos casos. 126 Infecgoes pelo HEV por alimentos foram 
encontradas em pequenos focos no Japao, 127 assim como o 
desenvolvimento de HEV aguda em pacientes japoneses apos 
ingestao de fitoterapicos Chineses. 128 A probabilidade de trans¬ 
missao parenteral e baixa, mas foi associada a funcionarios de 
hospitais que transmitiram a infecgao depois de atenderam 
pacientes com HEV aguda. Estudos sobre a transmissao do 
HEV em macacos Rhesus tambem sugerem a possibilidade de 
transmissao parenteral. Anticorpos IgG contra o HEV sao fre- 
quentemente detectados em grupos de risco para transmissao 
parenteral, como recipientes de transfusao, pacientes hemo- 
dialisados e em usuarios de drogas injetaveis. 113 Nao se tern 
evidencias da transmissao sexual, mas o alto indice de anticor¬ 


pos anti-HEV em homossexuais masculinos, na Italia, sugere 
a possibilidade por essa via. Pode haver tambem a transmissao 
vertical pelo HEV, no terceiro trimestre da gravidez, e essa 
ocorrencia tern sido relatada em 50% das mulheres gravidas 
infectadas pelo HEV. 113 

O ser humano e o hospedeiro natural para o HEV, mas e 
muito possivel que a hepatite E seja uma zoonose. Animals 
podem servir de reservatorio e amplificar o virus para infec- 
tar humanos. Algumas especies de primatas nao humanas 
sao suscetiveis a infecgao pelo HEV, como micos {Saguinus 
mystax ), macacos cynomolgus (Macaco fascicularis ), Rhesus 
(Macaco mulatto), macacos-coruja (Aotus trivigatus ), 
chimpanzes (Pan troglodytes), macacos-verdes africanos 
(Cercopithecus aethiops) e macacos-rabo-de-porco ( Macaca 
nemestrina). 129)130 O curso da infecgao em primatas infec- 
tados experimentalmente e similar ao de humanos, com 
algumas variagoes no periodo de incubagao. 131 Estudos de 
campo em varias partes do mundo detectaram o RNA viral 
nas fezes e os anticorpos no soro de animais domesticos 
como suinos, gado, burro, veado, roedores, mulas, man- 
gustos e outros animais. 111,132-136 Isolados do HEV de sui¬ 
nos criados no EUA 137 foram infecciosos para primatas, 138 e 
analises filogeneticas mostraram que eram altamente homo¬ 
logos aos isolados humanos dos EUA, mas diferentes das 
linhagens mexicana e birmanesa. 139 Evidencia definitiva da 
transmissao do animal para o ser humano foi constatada em 
individuos doentes que consumiram carne de veado, pois o 
virus isolado era identico ao da carne congelada remanes- 
cente. 127 

Clone de cDNA infeccioso 

A primeira cepa proveniente de um animal a ser sequen- 
ciada e caracterizada foi isolada de porcos nos EUA em 1997 e 
foi designada como HEV suina. Desde entao inumeras cadeias 
de HEV foram isoladas de porcos e consideradas zoonoticas 
nos rebanhos de todo o mundo. 140 Assim como a HEV suina, 
a de aves tambem esta geneticamente e antigenicamente rela- 
cionadas com a HEV humana. Diferentes clones de cDNA da 
HEV aviaria estabeleceram sua infectividade natural in vitro e 

* * 141 

in vivo. 1,1 

- Evolugao cfmica 

O quadra clinico da hepatite E aguda pode ser dividido 
em quatro fases ou periodos: incubagao, prodromico, icte- 
rico e convalescent. O periodo de incuba^ao e de 15 a 
60 dias, com uma media de 40 dias. As manifesta^oes clinicas 
em humanos sao semelhantes as das outras hepatites virais e 
podem variar de subclinica a doen^a fulminante. Em alguns 
individuos a hepatite pode ter um curso colestatico prolon- 
gado. A fase pre-icterica pode durar de 1 a 10 dias e sintomas 
gastrintestinais como dor epigastrica, nauseas e vomito sao 
frequentemente relatados. A fase icterica inicia-se abrupta- 
mente, com aparecimento de ictericia, urina escura e fezes 
cor de argila. Em casos nao complicados, esta fase dura de 12 
a 15 dias, e a recupera^ao completa ocorre dentro de 1 mes. 
Estudos clinicos mostram que a elevate da ALT ocorre em 
unico pico que precede ou coincide com o inicio da icteri¬ 
cia, o que e similar aos demais tipos de hepatites virais. 113 
Durante epidemias de HEV, observaram-se taxas elevadas 
de hepatite fulminante e subsequente mortalidade entre 
mulheres gravidas. 142 Insuficiencia hepatica fulminante pode 
ocorrer por encefalopatia dentro de 8 semanas do inicio dos 
sintomas da doen^a. 



Figura 6.22 Estrutura tridimensional do HEV. Resolugao por microscopia 
eletronica de varredura e reconstrugao de imagem tridimensional. 122 
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- Prevalence 

A prevalencia geral de anticorpos anti-HEV raramente e 
maior que 25% da popula^ao saudavel mesmo em areas ende- 
micas como India, Tailandia e Mexico. Na maioria dos pai- 
ses, incluindo os mais industrializados como EUA, Alemanha 
e Japao, a prevalencia de anti-HEV e baixa, mas constante. 
Contudo, em populates nao doentes, como doadores de san- 
gue, uma prevalencia de anti-HEV de 0,4 a 3% e relativamente 
alta, considerando a raridade da doen^a notificada. 143 

No Brasil a prevalencia da infea^ao pelo HEY e pouco estudada, 
pois os testes para o diagnostico dessa infecpao foram comerciali- 
zados apenas recentemente. Nas Regibes Nordeste e Centro-Oeste 
alguns casos de hepatites virais foram associados ao HEV, 144 assim 
como entre mineradores de ouro da Amazonia 145 e comunidades 
isoladas. 146 Na Regiao Sudeste, anticorpos anti-HEV foram encon- 
trados em trabalhadores da saude e pacientes dialisados. 147 

- Replica$ao viral 

O ponto primario da replicapao do HEV nao foi identifi- 
cado ate o momento, mas pode ser o trato intestinal. Ainda 
nao esta definido como o virus chega ao figado; presume-se 
que a porta de entrada seja a veia porta. A replica^ao ocorre 
no citoplasma dos hepatocitos, o virus e liberado para a bile e o 
sangue por mecanismos desconhecidos. A viremia e detectada 
antes do inicio da ictericia, podendo durar ate 30 dias. 148 A 
particula viral pode ser detectada nas fezes em ate 34 dias apos 
a exposi^ao. 149 Embora a fase viremica do HEV seja breve, 
casos de viremia prolongada foram observados em pacientes 
acometidos de HEV aguda 150 e em pacientes submetidos a 
transplante renal e terapia imunossupressora, em que a vire¬ 
mia pode ser detectada apos 3 anos da infec^ao. 151 

- Diagnostico iaboratorial da hepatite E 

Pesquisa do RNA viral 

O RNA do HEV e o primeiro marcador a ser detectado no 
soro, em torno de 22 dias apos a infec^ao, persiste durante a fase 
pre-icterica e desaparece no pico de eleva^ao da ALT. 148 Alem 
do soro, tambem pode ser detectado na bile e nas fezes. Como 
o periodo viremico e curto, a pesquisa do RNA no soro deve ser 
realizada no inicio da infec^ao e nas fezes, na fase prodromica. 

Imunomicroscopia eletronica 

A imunomicroscopia eletronica (IEM) pode ser utilizada 
para detec^ao das particulas virais de 27 a 34 nm nas fezes 
coletadas durante a fase pr^-icterica e inicio da fase ictbrica. 152 

Pesquisa do antigeno do HEV 

O teste imunoenzimatico ELISA foi desenvolvido para a 
detec^ao do antigeno no soro, usando uma combina^ao de anti¬ 
corpos monoclonais contra proteinas do capsidio dos genbti- 
pos 1 e 4. Apos infec^ao pelo HEV, o HEVAg foi detectado no 
soro quase ao mesmo tempo que o RNA do HEV nas fezes, mas 
o antigeno persistiu 4 semanas a menos do que o RNA viral. 153 
Testes para pesquisa do HEVAg devem ser uteis para o diag¬ 
nostico do HEV durante o periodo de janela sorologica. 

Pesquisa de anticorpos anti-HEV 

Anticorpos IgM anti-HEV aparecem no soro de pacientes 
infectados no inicio dos sintomas e permanecem detecta- 
veis por ura periodo de 2 semanas a 3 meses, 148 sendo uteis 
para o diagnostico de infec^ao aguda. Em algumas epidemias 


em varias partes do mundo a frequencia de anticorpos IgM 
variou de 43 a 67% nos pacientes. 113,154 A pesquisa de anti¬ 
corpos IgM anti-HEV necessita ser melhor averiguada em 
acompanhamentos clinicos, particularmente em areas ende- 
micas. 113 Anticorpos IgG anti-HEV aparecem em seguida 
aos IgM, alcan 9 am niveis mais elevados durante a fase aguda, 
diminuem na fase de convalescent e permanecem por longo 
tempo em aproximadamente 47% dos casos. 155 A present de 
altos titulos de anticorpos IgG anti-HEV pode presumir fase 
aguda da infec^ao mesmo na ausencia de IgM. Anticorpos IgA 
anti-HEV foram encontrados durante infec^ao recente. 156 Dois 
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e um imunocromatogra- 
fico estao disponiveis comercialmente, embora os parametros 
de sensibilidade e especificidade para avalia^ao do desempe- 
nho desses testes nao tenham sido precisamente estabelecidos, 
principalmente na fase de convalescent Sensibilidade e espe¬ 
cificidade de 90% foram alcan^adas com um teste imunoenzi¬ 
matico usando uma combina^ao de tres proteinas do HEV. 113 

O anticorpo anti-HEV mostrou-se neutralizante, 157 mas 
existem controversias quanto a existencia de imunidade pro¬ 
longada. Titulos de anti-HEV podem diminuir progressiva- 
mente, possibilitando nova infec^ao apos reexpo sipao ou se 
manter por tempo prolongado apos infecpao aguda, sugerindo 
a ocorrencia de memoria imunologica. 1 - 8 

- Prevengao e tratamento 

Ha pelo menos tres principals abordagens para o controle da 
infecpao pelo HEV: saneamento, imunoprofilaxia e vacina. Uma 
das medidas de saneamento, considerando que a principal via de 
transmissao do HEV e fecal-oral, seria assegurar a integridade 
do abastecimento de agua, tratamento adequado na elimina^ao 
dos dejetos humanos, higiene pessoal, prepara^ao de alimentos 
com higiene e evitar o consume de carnes e vegetais crus e mal- 
cozidos. Os primeiros estudos de prote^ao individual pelo HEV 
por meio da imunoprofilaxia passiva nao tiveram sucesso. 159 
Uma unica dose de imunoglobulina humana com baixos titu¬ 
los nao conseguiu prevenir a transmissao pelo HEV, mas altos 
titulos de anticorpos anti-HEV transferidos passivamente con- 
seguiram reduzir a quantidade de virus eliminado nas fezes em 
primatas nao humanos que foram desafiados com altas doses de 
HEV. 131 A produ^ao de uma vacina eficaz para o HEV e possivel 
devido a existencia de somente um sorotipo. Esse fato incenti- 
vou varios grupos de pesquisadores a utilizarem muitas aborda¬ 
gens cientificas reconhecidas para essa finalidade. 124 

► Hepatites nao A, nao B, nao 
C, nao D, nao E (nao A-E) 

Nos anos 1990 ocorreu o desenvolvimento de ensaios bastante 
sensiveis para a detec^ao dos virus causadores das hepatites C 
(HCV) e E (HEV). Apesar disso, 20% dos casos de hepatites agu- 
das nao A-E nao puderam ter suas etiologias determinadas. 160,161 
Isso tambem tern acontecido em significativa propor^ao de 
pacientes com doen 9 a hepatica cronica e cirrose, os quais tern 
sido caracterizados como casos criptogenicos. 162 Tais evidencias 
indicam a existencia de agentes adicionais causadores de hepa¬ 
tites e fortalecem a necessidade de pesquisas para a descoberta 
desses Rentes. Deste modo, o GB virus C (GBV-C), inicialmente 
chamado virus da hepatite G (HGV) e o TT virus (TTV) foram 
descobertos em 1995 e 1997, respectivamente, e sugeridos como 
agentes causais das hepatites nao A-E. No entanto, varios estudos 
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posteriores mostraram que nenhum desses dois agentes foi a causa 
mais provavel dessas hepatites, portanto nao havla mais inter esse 
para o desenvolvimento de metodos de triagem na pratica cllnica 
para detecta-los. Em 2000, um novo virus de DNA, chamado virus 
SEN (SENV), foi identificado. O SENV mostrou ser um membro 
do grupo Circoviridae e ser parente distante do TTV. Pelo menos 
oito cepas SENV foram isoladas, mas apenas duas delas foram 
relatadas como associadas a hepatite nao A-E. Tassopoulos et al, 
estudando esses virus, conclulram que, embora HGV, TTV e/ou 
SENV fossem frequentemente detectados na fase aguda na coorte 
de hepatite nao A-E, nenhum deles estava associado as caracterls- 
ticas especlficas do paciente ou de progressao para cronicidade. 160 
A maioria dos dados existentes nao mostrou rela^ao causal entre 
esses Rentes e as hepatites agudas, permitindo concluir que HGV 
TTV e SENV nao foram responsaveis pela maioria dos casos, e 
provavehnente representem transeuntes inocentes. Assim, os 
resultados dessa coorte sugerem a existencia de um novo agente de 
hepatite, com modos incertos de transmissao. 163 Uma ffa^ao subs- 
tancial dos casos de hepatite aguda desse estudo, que evolulram 
para uma fase cronica de hepatite, foi consistente com um suposto 
agente nao A-E que muitas vezes parece ter um curso agressivo 
com o rapido desenvolvimento de cirrose. 

Nos ultimos anos, varios agentes virais foram propostos como 
agente etiologico dos poucos casos de hepatite nao A-E de pro¬ 
vavel etiologia viral, mas nenhum deles conseguiu satisfazer os 
requisites necessarios para que esta associa^ao fosse comprovada. 
Alguns autores lan^aram a hipotese de que existiria uma chamada 
‘‘flora viral” analoga a flora bacteriana, formada por agentes nao 
patogenicos que conviveriam com o hospedeiro humano sem cau- 
sar nenhum prejulzo. Esta hipotese nao pode ser desconsiderada, 
dado que os metodos de biologia molecular atualmente utiliza- 
dos sao altamente senslveis e podem mesmo levar a descoberta 
desse tipo de agente. Entretanto, para cada um desses agentes, sao 
necessarios estudos cuidadosos antes que eles possam ser deda- 
rados definitivamente como inocentes, pois sabemos que alguns 
agentes virais so sao patogenicos em uma pequena porcentagem 
de casos, como citomegalovlrus, parvovirus B19 e HTLV-I/II. 42 

► Sumario do diagnostics 
laboratorial das hepatites virais 

Os Quadros 6.4 a 6.12 resumem alguns topicos do diagnos- 
tico laboratorial das hepatites virais. 


Quadra 6.4 ■ ianela imunologica das hepatites B e C. 


Hepatite Janela imunologica* 



Testes sorologicos 

Testes de biologia molecular 

B 

30 a 60 efias 

25 dias 

C 

33 a 129 dias (ELISA 2 a geragao) 

49 a 70 dias (ELISA 3 i gera^ao) 

22 dias 


*0 concetto de janela Imunologica, que e o penodo compreendldo entre a expos^ao a uma fonte de infeqao e o 
apareclmento de um marcadorsoroldgico, a rigor, naoea denominate correia quartdo oexameede biologia molecular, 
Entretanto, pelafalta deuma nomenclature adequada aoperiodoque corresponded nao detec^aodo virus, do anttgeno 
ou do anticorpo, por tntermedio dos metodos diagnosticos sangumeos hoje disponiveis, optou-se por mante-lo. 


Quadra 6.5 ■ Hepatite B aguda | Interpreta^ao dos mareadores 
sorologicos. 


Marcador 

Significado 

HBsAg 

Eoprimeiro marcador gue a parece no curso da infec^ao 
pelo HBV. Na hepatite aguda, ele dedina a nfveis 
indetectaveis em ate 24 semanas 

IgM Anti-HBc 

E marcador de infec^ao recente, encontrado no soro ate 

32 semanas apds a infeegao 

Anti-HBc Total 

E marcador presente nas infec^oes agudas pela present 
de IgM e cronicas pela present de IgG. Representa 
contato previo com o virus 

KBeAg 

t marcador de replicagao viral. Sua positividade indica 
alta Infecciosidade 

Anti-H Be 

Surge aposo desaparecimento do HBeAg, indicando o 
fim da fase replicativa 

Anti-HBs 

E o unico anticorpo gue confere imunidade ao HBV Esta 
presente no soro apos o desaparecimento do HBsAg, 
sendo indicadorde cura e imunidade. Esta presente 
isoladamente em pessoas vacinadas 


Quadra 6.6 ■ Hepatite B cronica | Interpreta^ao dos mareadores 
sorologicos. 


Marcador Significado 


HBsAg 

Sua present por maisde 24 semanas e indicativa de hepatite cronica 

HBeAg 

Esta presente enguanto ocorrer replica^ao viral 

Anti-HBe 

Sugere redugao ou ausencia de repllcagao viral, exceto nas cepas com 
mutajao pre-core (nao produtoras da proteina "e") 


Quadra 6.7 ■ Hepatite B | tnterpretagao dos resultados sorologicos* 


Anti-HBc 


lnterpreta$ao 

HBsAg 

HBeAg 

IgM 

IgG 

Anti-HBe 

Anti-HBs 

Suscetivel 

H 1 

(-) 1 

H 1 

|h 1 

(-) 

|h 

Incubagao 

(+) 

(-) 

(-) 

H 

(-) 

B 

Fase aguda 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

(-) 

|b 

Fase cronica (antigeno"e" positivo) 

(+) M 

(+) ] 

H 1 

|(+) 

(-) 

Ih 

Fase cronica (antigeno"e" negative) 

(+) 

(-) 

j(~) ] 

(+) 

(+) 

(-) 

Janela imunologica para o anti-HBs 

H 

(-) 

H 

(+) 

(+)/(-) 

(-) 

Imunidade, infec^ao passada recente 

H 

(-) | 

H 

(+) | 

(+) 

(+) 

Imunidade, infeegao passada 

H 1 

H 

|H 1 

(+) 

(-) 

(+) 

Imunidade, infeegao passada 

H 

H 

(-) 

(+) 

H 

(-) 

Imunidade resposta vacinal 

H 

H 

(-) 

H 

(-) 

(+) 


*Perfis sorologicos atipicos podem ser encontrados no curso da infeegao pelo HBV; tais circunstancias necessitam da avaliagao de um especialista [hepatologista ou mfectologista). 
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Quadra 6.8 ■ Hepatite C | Interpretagao do marcador soroiogioo. 


Marcador Signiftcado 

Anti-HCV tndica contato previo com o HCV. Nao define se foi infecgao aguda e curada espontaneamente on se houve cronificagao da doenga 


Quadra 6.9 ■ Hepatite delta | Interpretagao dos marcadores sorologicos. 


Marcador Interpretagao 


HDVAg 

Existe controversia sobre a utilidade desse marcador na detecgao de hepatite delta. Segundo aiguns autores, a antigenemia permite o diagnostic em 
amostras de soro obtidas durante a primeira semana da doenga. Para outros, o HDVAg e urn marcador inconstante, detectado no soro, especialmente na 
superinfecgao 

IgM anti-HDV 

Esses anticorpos aparecem com os sintomas agudos da doenga e, quando disponiveis, servem para o diagnostico; alem disso, sao uteis para monitorar 
os pacientes submetidos a terapia com IFN, uma vezqueelesdesaparecem quando a doenga eresolvida. Constituemos marcadores mais estaveis e sao 
detectados antes de IgG anti-HDV. Existe forte correlagao entre o IgM anti-HDV, a presenga do RNA do HDV no soro e do HDVAg no nucleo dos hepatdcitos 

IgG anti-HDV 

Esse anticorpo e marcador de infecgao passada e de imunidade. Aparece no soro em torno de 12 semanase e um anticorpo instavel 


Quadra 6.10 ■ Hepatite D | Interpretagao dos resultados sorologicos. 


Antidelta 


Interpretagao 

HBsAg 

IgM anti-H Be 

HDVAg 

IgM 

IgG 

Coinfecgao* ou superinfecgao** recente 

(+) 

H 

(+) 

(-) 

(-) H 

Coinfecgao recente 

(+) 

(+) ■ 

(-) 

|(+) 

|h 

Superinfecgao recente 

(+) 

(+) 

(-) 

H 

(+) 

H 

(+) 

(+) 

(-) 

H 

Superinfecgao antiga 

(+) 

H 

H 

H 

(+) 

Imunidade 

H 

H 

H 

I (-) 

[(+) 


*toinfec0o = infeqaoagudasimult^nea pelos HBVeHDVda hepatite. 

**Superinfec<;ao = infeqao peEo virus HDV em parientes crflnkos do vfrus B da hepatite. 


Quadra 6.11 ■ Hepatite E | Interpretagao dos marcadores sorologicos. 


Anti-HEV total 

IgM Anti-HEV 

Interpretagao 

(+)/(-) 

(+) 

Infecgao recente pelo virus da hepatite E 

(+) 

|H 1 

Exposigao previa ao virus da hepatite E 

H 

(-) J 

Nunca teve contato com o virus da hepatite E 


Quadra 6.12 ■ Comparagao das caracteristicas das hepatites virais humanas. 


Virus 

HAV 

HBV 

HCV 

HDV 

HEV 

FamHia 

Picornaviridae 

Hepadnaviridae 

Flaviridae 

| "Satelite" 

Herpesviridae 

Genoma 

RNA 

OKA 

j RNA 

1 RNA 

| RNA 

Genoma - estrutura 

Linear, s 

Circular, d 

Linear, s 

Circular, s 

Linear, s 

Genoma-tamanho 

7,5 

3,2 

9,5 

1,8 

7,2 

Genotipos 

4 a 

8 

6 

j 3 

4 

ORF 

1 

{4 

I 1 

j 5 

3 

Polaridade 

Pos 

Pos/Neg 

Pos 

Neg 

Neg 

Tamanho da particula (nm) 

27 

42 

|55a 65 

130 a 36 

32 a 34 

Envelope 

Nao 

j Sim 

Sim 

Sim 

Nao 

Transmissao 

Enterica 

Parenteral 

Parenteral 

Parenteral 

Enterica 

Perfodo de incubagao {dias) b 

15 a 50 

30 a 180 

15 a 150 

30 a 180 {na superinfecgao 14 a 56 dias) 

14 a 60 

Infcio 

Abrupto 

Insidioso 

Insidioso 

Abrupto 

Abrupto 

Cronicidade 

Nao 

Sim 

Sim 

Sim 

Nao 

Mortal idade (%) 

0,5 

( 1 a2 

0,5 a 1 

Alta 

1-2 b 

Vacina 

Sim 

Sim 

Nao 

Sim 

Sim c 

HCC 

Nao 

Sim 

Sim 

Sim 

Nao 


s=cadeia simples; d=cadeia dupia;0RF=fase de leitura aberta; HCC = carcinoma hepatocefuEar. a Gen6tlpos do HAV I, IE r IM eVIl, considerado apenasem humanos. Apaire-Marchals, Robertson etol. 1995, b Adma de 20% durante oterceiro 
trimestre da gravidez. c Estagio ftnaE do campo de pesquisa. Mushahwar, 2008. 
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Muitas vezes e dificil o diagnostico das hepatites A, B, 
C, D e E, sendo necessario, para diferencia-las, fazer testes 
sorologicos altamente especificos e testes moleculares, ape- 
sar das caracteristicas individuals entre elas, como listado no 
Quadro 6.12. 

► References bibliograficas 

1. Blumberg BS. From Australia Antigen to Eradication Programs, Hepatitis 
B Annual (HBA): table of contents: 10-16, 2004, 

2. Dane DS, Cameron CH et al Virus-like particles in serum of patients with 
Australia-antigen-associated hepatitis* Lancet 1970; 1(7649): 695-698. 

3. Choo QL, Kuo G et al Isolation of a cDNA clone derived from a blood- 
borne non-A, non-B viral hepatitis genome. Science 1989; 244(4902): 359- 
362* 

4. Feinstone SM, Kapikian A et al. Hepatitis A: detection by Immune electron 
microscopy of a viruslike antigen associated with acute Illness* Science 
1973; 182(116): 1026-1028* 

5. Provost PJ, Hilleman MR, Propagation of human hepatitis A virus in cell 
culture In vitro* Proc Soc Exp Biol Med 1979; 160(2): 213-221* 

6. Francki RIB, Fauquet CM et al. Classification of nomenclature of viruses. 
Fifth report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. Arch 
Virol 1991; suppl 2: 320-326* 

7. Apaire-Marchais V, Robertson BH et al. Direct sequencing of hepatitis A 
virus strains isolated during an epidemic in France. Appl Environ Microbiol 
1995; 61(11): 3977-3980. 

8. World Health Organization* Hepatitis A. Geneve, WHO/CDS/CSR/ 
EDC/2000.7, 2000 

9. Totsuka A, Moritsugu Y* Hepatitis A virus proteins. Intervirology 1999; 
42(2-3): 63-68, 

10* Pereira FE, Goncalves m CS. Hepatitis A* Rev Soc Bras Med Trop 2003; 
36(3): 387-400* 

11* Ramonet M, da Silveira TR et at A two-dose combined vaccine against 
hepatitis A and hepatitis B in healthy children and adolescents compared to 
the corresponding monovalent vaccines* Arch Med Res 2002; 3(1): 67-73. 

12* Hilfenhaus JT. Nowak* Inactivation of hepatitis A virus by pasteurization 
and elimination of picornaviruses during manufacture of factor VIII con¬ 
centrate* Vox Sang 1994; 67 suppl 1: 62-66. 

13* Seymour IJ, Appleton H. Foodborne viruses and fresh produce. J Appl 
Microbiol 2001; 91(5): 759-773. 

14. Silva LCA. Hepatites agudas e cronlcas* Sao Paulo: Sarvier, 1995. 

15. Purcell RH, Feinstone SM et al Hepatitis A virus* Viral hepatitis and liver 
disease. In: Vyas GN, Dienstag JL, Hoofnagle JH. Orlando, Florida: Grune 
& Stratton, 9 a 22, 1984* 

16. Ministerio da Saude, Brasil. Hepatites Virais: O Brasil esta atento. Serie B 
Textos basicos* V, Sanitaria, Secretaria de Vigilancia em Saude, Departa- 
mento de Vigilancia Epidemiologica, Brasilia 1-62, 2008b. 

17* Cuthbert }A* Hepatitis A: old and new* Clin Microbiol Rev 2001; 14(1): 
38-58* 

18* World Health Organization* Introduction of hepatitis B vaccine into child¬ 
hood Immunization services. Management guidelines, including informa¬ 
tion for health workers and parents, Geneve, © World Health Organization, 
2001 * 

19* Mast EE, Weinbaum CM et al A comprehensive immunization strategy to 
eliminate transmission of hepatitis B virus infection In the United States: 
recommendations of the Advisory Committee on Immunization Prac¬ 
tices (ACIP) Part II: immunization of adults* MMWR Recomm Rep 2006; 
55(RR-T6): 1-33; quiz CE31-34* 

20* Hunt CM, McGill JM et al. Clinical relevance of hepatitis B viral mutations. 
Hepatology 2000; 31(5): 1037-1044* 

21. Locarnini S, Molecular virology of hepatitis B virus* Semin Liver Dis 2004; 
24 suppl 1: 3-10* 

22. Schaefer S* Hepatitis B virus: significance of genotypes* J Viral Hepat 2005; 
12(2): 111-124. 

23* Hollinger FB, Liang TJ* Hepatitis B virus* In: Field s Virology* Knipe D 
M, Howley PM., Chanock, R* M., Monath, T. P*, Rolzman, B*, Straus, S* E* 
Philadelphia: LIppincott-Raven, 2971-3036,2000. 

24* Yang WJ. Summers* Integration of hepadnavirus DNA In infected liver: 
evidence for a linear precursor. J Virol 1999; 73(12): 9710-9717. 

25* Zoulim F* New insight on hepatitis B virus persistence from the study of 
intrahepatic viral cccDNA. ] Hepatol 2005; 42(3): 302-308. 

26* Le Mire MF, Miller DS et al. Covalently closed circular DNA is the predomi¬ 
nant form of duck hepatitis B virus DNA that persists following transient 
infection. J Virol 2005; 79(19): 12242-12252. 


27* Chisari FV, Ferrari C. Hepatitis B virus Immunopathogenesis* Annu Rev 
Immunol 1995; 13: 29-60. 

28* Takel K* Infec 9 oes transfusionais* In: Vaz AJ, Takei K, Bueno EC. Imuno- 
ensaios - Fundamentos e Aplica^oes. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 
242-247, 2007* 

29* Herrera JL, Serologic diagnosis of viral hepatitis* South Med J1994; 87(7): 
677-684. 

30* Rodriguez-Frias F, M, Buti et al Hepatitis B virus infection: precore mu¬ 
tants and Its relation to viral genotypes and core mutations. Hepatology 
1995; 22(6): 1641-1647* 

31* Mahoney FJ* Update on diagnosis, management, and prevention of hepa¬ 
titis B virus infection* Clin Microbiol Rev 1999; 12(2): 351-366. 

32* Hoofnagle JH, E* Doo et al Management of hepatitis B: summary of a 
clinical research workshop. Hepatology 2007; 45(4): 1056-1075* 

33* Schaefer S Hepatitis B virus taxonomy and hepatitis B virus genotypes* 
World J Gastroenterol 2007; 13(1): 14-21, 

34* Victoria Fda, S, Oliveira CM et al Characterization of HBeAg-negative 
chronic hepatitis B in western Brazilian Amazonia. Braz J Infect DIs 2008; 
12(1): 27-37. 

35* Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais, Brasil. Gula Estadual de 
Orienta 9 oes, Tecnicas das Hepatites Virais, Superintendencia de Epide- 
miologla, Gerencia de Vigilancia Epidemiologica, 108, 2007* 

36* Mendon^a JSA, Vigani G* HIstoria natural da hepatite B aguda e cronica* 
The Brazilian Journal of Infectious Diseases 2006; 10 supp 1:15-18* 

37* Gluud LL, Gluud C. Meta-analyses on viral hepatitis* Infect Dis Clin North 
Am 2009; 23(2): 315-330* 

38* Candotti D, Allaln JR Transfusion-transmitted hepatitis B virus infection* 
J Hepatol 2009; 51(4): 798-809* 

39* Joller-Jemelka HI, Wicki AN et al Detection of HBs antigen In “anti-HBc 
alone* positive sera* J Hepatol 1994; 21(2): 269-272, 

40* Dow BC, Yates P et al Hepatitis B vaccinees maybe mistaken for confirmed 
hepatitis B surface antigen-positive blood donors. Vox Sang 2002; 82(1): 
15-17* 

41* Chazouilleres O, Mamish D et al “Occult 15 hepatitis B virus as source of 
infection in liver transplant recipients. Lancet 1994; 343(8890): 142-146. 
42* Pinho JR. Hepatites nao A, nao B, nao C, nao D, nao E (nao A-E). In: Tratado 
de Hepatites Virais* R. Focaccia. Sao Paulo: Atheneu: 343-368, 2006. 

43* Zhu Y, Yamamoto T et al. Kinetics of hepadnavirus loss from the liver 
during Inhibition of viral DNA synthesis, J Virol 2001; 75(1): 311-322. 
44* Lopes MH. Preven^ao da hepatite B e delta* The Brazilian Journal of Infec¬ 
tious Diseases 2006; 10 suppl 1: 72-78. 

45* Almeida AM, Silva DI* et al Efficacy of interferon (conventional, pegylated) 
and lamlvudine for treatment of chronic hepatitis B: a systematic review. 
Cad Saude Publica 2009; 25(8): 1667-1677* 

46* Pramoolsinsup C. Management of viral hepatitis B. J Gastroenterol Hepatol 
2002; 17 suppl: S125-145* 

47* European Association For The Study of The, L* EASE Clinical Practice 
Guidelines: management of chronic hepatitis B. J Hepatol 2009; 50(2): 
227-242. 

48. Alter HJ. Chronic consequences of non-A, non-B hepatitis* In: Seef LB, 
Lewis JH. Current perspectives in hepatology. New York: Plenum Press, 
83-97, 1989* 

49* Zein NN. The epidemiology and natural history of hepatitis C virus Infec¬ 
tion. Cleve Clin J Med 2003; 70 suppl 4: S2-6* 

50* Manzlni P, Saracco G et al Human Immunodeficiency virus Infection as 
risk factor for mother-to-child hepatitis C virus transmission; persistence 
of anti-hepatitis C virus In children is associated with the mother s anti- 
hepatltls C virus immunoblotting pattern* Hepatology 1995; 21(2): 328- 
332* 

51* Thimine R, Gldach D et ai Determinants of viral clearance and persistence 
during acute hepatitis C virus Infection. J Exp Med 2001; 194(10): 1395- 
1406. 

52* Farci P, Alter HJ et al A long-term study of hepatitis C virus replication 
in non-A, non-B hepatitis. N Engl J Med 1991; 325(2): 98-104* 

53* Hoofnagle JH* Course and outcome of hepatitis C* Hepatology 2002; 
36(5 suppl 1): S21-29. 

54* SeeffLB* The natural history of hepatitis C-A quandary. Hepatology 1998; 
28(6): 1710-1712. 

55* Alter HJ, SeeffLB. Recovery, persistence, and sequelae In hepatitis C virus 
infection: a perspective on long-term outcome. Semin Liver Dis 2000; 
20(1): 17-35* 

56* Farci P, Alter HJ et al Lack of protective immunity against reinfection with 
hepatitis C virus. Science 1992; 258(5079): 135-140. 

57* NIH* N1H Consensus Statement on Management of Hepatitis C: 2002* 
NIH Consens State Scl Statements 2002; 19(3): 1-46* 

58* Dev AT, McCaw R et al Southeast Asian patients with chronic hepatitis C: 
the impact of novel genotypes and race on treatment outcome* Hepatology 
2002; 36(5): 1259-1265* 


Capftulo 6 Hepatites Virais 


95 


59. Magiorkinis G, Magiorkinis E et ah The global spread of hepatitis C virus 
la and lb: a phylodynamic and phylogeographic analysis. PLoS Med 2009; 
6(12): e 1000198. 

60. Diario Oficial da Uniao, Brasil. Portaria n° 863 de 04 de novembro de 2002* 
Resolve aprovar o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapeuticas - Hepatite 
Viral CronicaC - Interferon-alfa, interferon-alfa peguilado, Ribavirina, na 
forma do anexo desta Portaria* Brasilia, Diario Oficial da Uniao, Brasilia, 
160 a 174, 2002* 

61. Diario Oficial da Uniao, Brasil Portaria 1376, de 19 de novembro de 
1993* Aprova altera<;6es na Portaria n.721/GM, de 09 de agosto de 1989, 
que aprova normas tecnicas para a coleta, processamento e transfusao de 
sangue, componentes e derivados, e da outras providencias. Revogada 
pela Portaria n° 103, de 06/02/2003. M. d* Saude, Diario Oficial da Uniao, 
Brasilia, 18405 48415, 1993* 

62. Salles NA, Sabino EC et ah The discarding of blood units and the prevalence 
of infectious diseases in donors at the Pro-Blood Eoundation/Blood Center 
of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil Rev Panam Salud Publica 2003; 13(2 a 3): 
111416* 

63. Focaccia R, da Concei^ao OJ etal Estimated prevalence of viral hepatitis 
in the general population of the Municipality of Sao Paulo, measured by a 
serologic survey of a stratified, randomized and residence-based popula¬ 
tion. Braz J Infect Dis 1998; 2(6): 269-284. 

64. Campiotto S, Pinho JR et ah Geographic distribution of hepatitis C virus 
genotypes in Brazil. Braz J Med Biol Res 2005; 38(1): 41-49. 

65. Rice CM* Elaviviridae: The viruses and their replication. In: Fields Viro¬ 
logy* Elides BN, Knipe DM, Howley PM* Philadelphia: Lippincott-Raven, 
931-959, 1996. 

66. Bukh J, Apgar CL. Five new or recently discovered (GBV-A) virus species 
are indigenous to New World monkeys and may constitute a separate genus 
of the Elaviviridae* Virology 1997; 229(2): 429-436. 

67. Choo QL, Richman KH et ah Genetic organization and diversity of the 
hepatitis C virus. Proc Natl Acad Sci USA 1991; 88(6): 2451-2455. 

68. van der Poel CL, Cuypers HT et al Hepatitis C virus six years on. Lancet 
1994; 344(8935): 1475-1479* 

69. Maertens G, Stuyer L, Genotypes and genetic variation of hepatitis C virus* 
In: Harrison T, Zuckermanm A, The molecular medicine of viral hepatitis* 
New York: John Wiley, 183-234* 

70. Eorns X, Bukh J. The molecular biology of hepatitis C virus. Genotypes 
and quasispecies. Clin Liver Dis 1999; 3(4): 693-716, vii. 

71. Kleter B* Characterization of hepatitis C virus isolates from chronically 
infected patients, Rotterdam: Erasmus University, 182, 1995, 

72. Simon N, Courouce AM et al A twelve year natural history of hepatitis C 
virus Infection in hemodialyzed patients* Kidney Int 1994; 46(2): 504-511* 

73. Lefrere JJ, Guiramand S et ah Full or partial seroreversion in patients in¬ 
fected by hepatitis C virus. J Infect Dis 1997; 175(2): 316-322* 

74. Poignet JL, Degos F et al Complete response at Interferon-alpha for acute 
hepatitis C after needlestick injury in a hemodialysis nurse*J Hepatol 1995; 
23(6): 740-741. 

75. Bossi V, Galli C. Quantitative signal of anti-VHC by an automated assay 
predicts viremia in a population at high prevalence of hepatitis C virus 
infection. J Clin Virol 2004, 30(1): 45-49. 

76. Pawlotsky JM, Lonjon I et ah What strategy should be used for diagnosis 
of hepatitis C virus Infection In clinical laboratories? Hepatology 1998; 
27(6): 1700-1702. 

77. FabrizI F, Poordad FF et ah Hepatitis C infection and the patient with end- 
stage renal disease. Hepatology 2002; 36(1): 3-10. 

78. Burioni R, Mancini N et ah Humoral immune response against hepatitis 
C virus* J Biol Regul Homeost Agents 2003, 17(2): 125-127* 

79. Richter SS* Laboratory assays for diagnosis and management of hepatitis 
C virus infection, J Clin Microbiol 2002; 40(12): 4407-4412* 

80. Neville JA, Prescott LE et al. Antigenic variation of core, NS3, and NS5 pro¬ 
teins among genotypes of hepatitis C virus. J Clin Microbiol 1997; 35(12): 
3062-3070. 

81. Nubling CM, Unger G et ah Sensitivity of VHC core antigen and VHC 
RNA detection In the early infection phase* Transfusion 2002; 42(8): 1037- 
1045* 

82. Alter MJ, Kuhnert WL et al. Guidelines for laboratory testing and result 
reporting of antibody to hepatitis C virus. Centers for Disease Control and 
Prevention* MMWR Recomm Rep 2003; 52(RR-3): 1-13, 15; quiz CE11- 
14* 

83. Barreto AM, Takei K et al Cost-effective analysis of different algorithms 
for the diagnosis of hepatitis C virus infection* Braz J Med Biol Res 2008; 
41(2): 126-134* 

84. Pawlotsky JM, Molecular diagnosis of viral hepatitis. Gastroenterology 
2002; 122(6): 1554-1568* 

85. Stuyver L, Rossau R et ah Typing of hepatitis C virus isolates and charac¬ 
terization of new subtypes using a line probe assay. J Gene Virol 1993; 74 
(Pt 6): 1093-1102. 


86. Manns MP, McHutchison JG et ah Peglnterferon alfa-2b plus ribavirin 
compared with Interferona alfa-2b plus ribavirin for Initial treatment of 
chronic hepatitis C: a randomised trial* Lancet 2001; 358(9286): 958- 
965* 

87. Neumann AU, Lam NP et al. Differences in viral dynamics between geno¬ 
types 1 and 2 of hepatitis C virus, J Infect Dis 2000, 182(1): 28-35. 

88. Abrignani S, Houghton M et al. Perspectives for a vaccine against hepatitis 
C virus* J Hepatol 1999; 31 suppl 1: 259-263* 

89. Xle ZC, Riezu-Boj JI et ah Transmission of hepatitis C virus infection to 
tree shrews* Virology 1998; 244(2): 513-520. 

90. Zhao X, Tang ZY et ah Primary hepatocytes of Tupaia belangeri as a po¬ 
tential model for hepatitis C virus Infection. J Clin Invest 2002; 109(2): 
221-232* 

91. Liang TJ, Rehermann B et ah Pathogenesis, natural history, treatment, and 
prevention of hepatitis C. Ann Intern Med 2000; 132(4): 296-305, 

92. Rizzetto M, Canese MG et ah Immunofluorescence detection of new an¬ 
tigen-antibody system (delta/anti delta) associated to hepatitis B virus in 
liver and in serum of HBsAg carriers. Gut 1977; 18(12): 997-1003, 

93* WHO, Hepatitis Delta, Geneve, WHO/CDS/CRS/2001,1, 2001* 

94* Rizzetto M, Canese MG et ah Transmission of the hepatitis B virus-asso¬ 
ciated delta antigen to chimpanzees* J Infect Dis 1980; 141(5): 590-602. 

95. Rizzetto M, Verme G* Delta hepatitis. Internist (Berl), 26(10): 628-632, 
1985* 

96. Niro GA, Casey JL et ah Intrafamilial transmission of hepatitis delta virus: 
molecular evidence* J Hepatol 1999; 30(4): 564-569. 

97. Fonseca JCF* Hepatite delta* In: Fonseca JCF* Hepatite delta. Manaus: Im- 
prensa Universitaria, 1-66, 

98. Wu JC, Chen TZ et ah Natural history of hepatitis D viral superinfection: 
significance of viremia detected by polymerase chain reaction. Gastroen¬ 
terology 1995; 108(3): 796-802* 

99. Gunsar F. Delta hepatitis* Expert Rev Anti Infect Ther 2009; 7(5): 499-501, 
100* Rizzetto M* Hepatitis D: thirty years after* J Hepatol 2009; 50(5): 1043- 

1050. 

101* Shih HH, Jeng KS et ah Hepatitis B surface antigen levels and sequences 
of natural hepatitis B virus variants Influence the assembly and secretion 
of hepatitis d virus. J Virol 2008; 82(5): 2250-2264* 

102. Philipp T, Durazzo M etah Recognition of uridine diphosphate glucurono- 
syl transferases by LKM-3 antibodies In chronic hepatitis D* Lancet 1994; 
344(8922): 578-581* 

103* Hsieh TH, Liu CJ et al Natural course and treatment of hepatitis D virus 
infection. J Formos Med Assoc 2006; 105(11): 869-881* 

104* Negro F, Rizzetto M. Diagnosis of hepatitis delta virus Infection. J Hepatol 
1995; 22(1 suppl): 136-139. 

105* Borghesio E, Rosina F et ah Serum Immunoglobulin M antibody to hepa¬ 
titis D as a surrogate marker of hepatitis D in interferon-treated patients 
and in patients who underwent liver transplantation. Hepatology 1998; 
27(3): 873-876. 

106* Niro GA, Rosina F et al. Treatment of hepatitis D* J Viral Hepat 2005; 12( 1): 
2-9* 

107. Castelnau C, Le Gal F et ah Efficacy of peginterferon alpha-2b In chronic 
hepatitis delta: relevance of quantitative RT-PCR for follow-up, Hepatol¬ 
ogy 2006; 44(3): 728-735* 

108* Ciancio A, Rizzetto M* Clinical patterns, epidemiology and disease burden 
of hepatitis D virus chronic liver disease* In: Margolis HS, Alter MJ, Liang 
TJ et ah Proceedings of the 10th International symposium on viral hepa¬ 
titis and liver disease, Atlanta, GA: International Medical Press, 271-275, 
2002 * 

109* VIshwanathan R* Infectious hepatitis in Delhi (1955-56)* A critical study: 

epidemiology. Indian J Med Res 1957; 45: 49-58, 

110* Reyes GR> Purdy MA et ah Isolation of a cDNA from the virus respon¬ 
sible for enterically transmitted non-A, non-B hepatitis* Science 1990; 
247(4948): 335-1339, 

111* Hsieh SY, Meng XJ etal * Identity of a novel swine hepatitis E virus in Taiwan 
forming a monophyletic group with Taiwan isolates of human hepatitis E 
virus. J Clin Microbiol 1999; 37(12): 3828-3834* 

112* Wang YC, Zhang HY et ah Prevalence, isolation, and partial sequence 
analysis of hepatitis E virus from domestic animals in China, J Med Virol 
2002; 67(4): 516-521. 

113* Panda SK, lhakral D et ah Hepatitis E virus* Rev Med Virol 2007; 17(3): 
151-180* 

114* Berke T, Matson DO, Reclassification of the Caliciviridae into distinct 
genera and exclusion of hepatitis E virus from the family on the basis of 
comparative phylogenetic analysis* Arch Virol 2000; 145(7): 1421-1436* 
115* Fauquet CM, Fargette D* International Committee on Taxonomy of Viruses 
and the 3,142 unassigned species. Virol J 2005; 2: 64* 

116* Kannan H, Fan S et ah The hepatitis E virus open reading frame 3 product 
Interacts with microtubules and interferes with their dynamics. J Virol 
2009; 83(13): 6375-6382. 


96 


Diagnostic® Laboratory I 


117. Tam AW, Smith MM et aL Hepatitis E virus (VHE): molecular cloning 
and sequencing of the full-length viral genome* Virology 1991; 185(1); 
120-131* 

118. Bradley D, Andjaparidze A et aL Aetlological agent of enterically trans¬ 
mitted non-A, non-B hepatitis. J Gene Virol 1988; 69 (Pt 3): 731-738. 

119. Jameel S, Zafrullah M et at Expression in animal cells and characterization 
of the hepatitis E virus structural proteins* J Virol 1996; 70(1): 207-216. 

120. Bradley D, Purdy M. Molecular and Serological characteristics of Hepatitis 
E virus. In: Nishioca K, Suzuki H, Mishiro S, Gda TS-V. Viral Hepatitis 
and Liver Disease. Tokyo: Springer-Verlag, 42-45,1994* 

121. Li L, Zhu Y et at Full-genome nucleotide sequence and analysis of a Chi¬ 
nese swine hepatitis E virus isolate of genotype 4 identified in the Guam 
gxi Zhuang autonomous region: evidence of zoonotic risk from swine to 
human in South China. Liver Int 2009; 29(8): 1230-1240. 

122. Xing L, Kato K et at Recombinant hepatitis E capsid protein self-assembles 
into a dual-domain T = 1 particle presenting native virus epitopes* Virology 
1999; 265(1): 35-45* 

123. Caron M, EnoufV etal. Identification of genotype 1 hepatitis E virus in sam¬ 
ples from swine in Cambodia* J Clin Microbiol 2006; 44(9): 3440-3442* 

124. Mushahwar IK. Hepatitis E virus: molecular virology clinical features, 
diagnosis, transmission, epidemiology and prevention* J Med Virol 2008; 
80(4): 646-658. 

125. Huang FF, Haqshenas G et at Detection by reverse transcription-PCR and 
genetic characterization of field Isolates of swine hepatitis E virus from pigs 
in different geographic regions of the United States* ] Clin Microbiol 2002; 
40(4): 1326-1332* 

126. Khuroo MS, Duermeyer W et at Acute sporadic non-A, non-B hepatitis 
in India* Am J Epidemiol 1983; 118(3); 360-364* 

127. Matsuda H, Okada K et at Severe hepatitis E virus infection after ingestion 
of uncooked liver from a wild boar. J Infect Dls 2003; 188(6): 944* 

128. Ishikawa K, Matsui K et at Hepatitis E probably contracted via a Chinese 
herbal medicine, demonstrated by nucleotide sequencing. J Gastroenterol 
1995; 30(4): 534-538. 

129. Ticehurst J, Rhodes Jr LL et at Infection of owl monkeys (Aotus trivirgatus) 
and cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis) with hepatitis E virus from 
Mexico. J Infect Dis 1992; 165(5); 835-845. 

130. Jameel S, Durgapal H et at Enteric non-A, non-B hepatitis: epidemics, 
animal transmission, and hepatitis E virus detection by the polymerase 
chain reaction. J Med Virol 1992; 37(4): 263-270. 

131. Tsarev SA, Emerson SU et at Variation in course of hepatitis E in experimen¬ 
tally Infected cynomolgus monkeys. J Infect Dis 1993; 167(6): 1302-1306. 

132. Clayson ET, Innis BL et at Detection of hepatitis E virus infections among 
domestic swine In the Kathmandu Valley of Nepal, Am J Trop Med Hyg 
1995; 53(3): 228-232. 

133. Kabrane-Lazizi Y, Fine JB et at Evidence for widespread infection of wild 
rats with hepatitis E virus in the United States. Am J Trop Med Hyg 1999; 
61(2): 331-335. 

134. van der Poel WH, Verschoor F et at Hepatitis E virus sequences in swine 
related to sequences in humans, The Netherlands. Emerg Infect Dis 2001; 
7(6); 970-976* 

135. Huang FF, Haqshenas G et at Heterogeneity and seroprevalence of a newly 
identified avian hepatitis e virus from chickens in the United States. J Clin 
Microbiol 2002; 40(11); 4197-4202. 

136. Tel S, Kitajima N et at Zoonotic transmission of hepatitis E virus from 
deer to human beings. Lancet 2003; 362(9381): 371-373. 

137. Meng XJ, Purcell RH et at A novel virus in swine is closely related to the 
human hepatitis E virus* Proc Natl Acad Sci USA 1997; 94(18): 9860- 
9865. 

138. MengXJ, Halbur PG etal Genetic and experimental evidence for cross-spe¬ 
cies infection by swine hepatitis E virus* J Virol 1998; 72(12): 9714-9721* 


139. Meng XJ, Halbur PG et at Experimental infection of pigs with the newly 
identified swine hepatitis E virus (swine VHE), but not with human strains 
of VHE. Arch Virol 1998; 143(7): 1405-1415. 

140. Meng XJ. Swine hepatitis E virus: cross-species Infection and risk in xe¬ 
notransplantation. Curr Top Microbiol Immunol 2003; 278: 185-216* 

141. Huang FF, Pierson FW et at Construction and characterization of infec¬ 
tious cE*NA clones of a chicken strain of hepatitis E virus (VHE), avian 
VHE. J Gene Virol 2005; 86(Pt 9): 2585-2593* 

142. Hamid SS, Jafri SM et at Fulminant hepatic failure in pregnant women: 
acute fatty liver or acute viral hepatitis? J Hepatol 1996; 25(1): 20-27* 

143. Smith JL. A review of hepatitis E virus. J Food Prot 2001; 64(4): 572-586. 

144. Souto FJ, Fontes CJ et at Short report: further evidence for hepatitis E In 
the Brazilian Amazon* Am J Trop Med Hyg 1997; 57(2): 149-150. 

145. Pang L, Alencar FE et at Short report: hepatitis E infection In the Brazilian 
Amazon* Am J Trop Med Hyg 1995; 52: 347-348* 

146. Souto FJ, Fontes CJ. Prevalence of IgG-class antibodies against hepatitis 
E virus in a community of the southern Amazon: a randomized survey* 
Ann Trop Med Parasitol 1998; 92(5): 623-625* 

147. Focaccia R, Sette jr H et at Hepatitis E In Brazil* Lancet 1995; 346(8983): 
1165* 

148. Chauhan A, Jameel S et at Hepatitis E virus transmission to a volunteer* 
Lancet 1993; 341(8838): 149-150. 

149. Panda SK, Jameel S* Hepatitis E virus: from epidemiology to molecular 
biology. VIr Hep Rev 1997, 3: 227-251, 

150. Nanda SK, Ansari IH et at Protracted viremia during acute sporadic hepa¬ 
titis E virus infection. Gastroenterology 1995; 108(1): 225-230. 

151. Banas B, Tausch U et at Autochthonous hepatitis E-virus infection In an 
imuno compromesed patient* First report of a chronic course and molecu¬ 
lar characterization of the virus Z Gastroenterol 2005; 43:405. 

152. Balayan MS, Andjaparidze Ag etal Evidence for a virus in non-A, non-B hepa¬ 
titis transmitted via the fecal-oral route* Intervirology 1983; 20(1):23-31, 

153. Zhang F, LI X et at. Detection of VHE antigen as a novel marker for the 
diagnosis of hepatitis E* J Med Virol 2006; 78(11): 1441-1448. 

154. Lin CC, Wu JC et at Diagnostic value of immunoglobulin G (IgG) and IgM 
anti-hepatitis E virus (VHE) tests based on VHE RNA in an area where 
hepatitis E is not endemic. J Clin Microbiol 2000; 38(11): 3915-3918. 

155. Clayson ET, Myint KS et aL Viremia, fecal shedding, and IgM and IgG 
responses in patients with hepatitis E* J Infect Dis 1995; 172(4): 927-933. 

156. Nascimento AS, MoreiraRC. Hepatite E: Atualiza^ao* Rev Inst Adolfo Lutz 
2001; 60(1): 71-77. 

157. Koretz RL. Acute Hepatitis: single papers two reelers. In: Gitnick GL* Cur¬ 
rent Hepatology. St Louis: Mosby, 1-42, 1994. 

158. Arankalle VA, Chadha MS et aL Long-term serological follow up and cross¬ 
challenge studies in rhesus monkeys experimentally Infected with hepatitis 
E virus* J Hepatol 1999; 30(2): 199-204. 

159. Khuroo MS, Dar MY. Hepatitis E: evidence for person-to-person trans¬ 
mission and Inability of low dose Immune serum globulin from an Indian 
source to prevent it* Indian J Gastroenterol 1992; 11(3): 113-116* 

160. Tassopoulos NC, Hatzakis A et aL Role of hepatitis C virus in acute non-A, 
non-B hepatitis in Greece: a 5-year prospective study* Gastroenterology 
1992; 102(3): 969-972, 

161. Alter HJ, Sanchez-Pescador R et aL Evaluation of branched DNA signal 
amplification for the detection of hepatitis C virus RNA* J Viral Hepat 
1995; 2(3): 121-132* 

162. Kodali VP, Gordon SC et aL Cryptogenic liver disease in the United States: 
further evidence for non-A, non-B, and non-C hepatitis* Am J Gastroen¬ 
terol 1994; 89(10): 1836-1839. 

163. Tassopoulos NC, Papatheodoridis GV et aL Clinicopathological features 
and natural history of acute sporadic non-(A-E) hepatitis, j Gastroenterol 
Hepatol 2008; 23(8 Pt 1): 1208-1215. 


Capitulo 7 

Infecgao por HIV* 


Jose Pascoal Simonetti e 
Sandra Regina Rodrigues Simonetti 


■ Consideragoes gerais em virologia e 
biologia molecular, 98 

■ Epidemiologia, 703 

■ Farmacos antirretrovirais, 705 

■ Diagnostico laboratorial, 708 

■ Bibliografia, 7 70 


* Parte deste capitulo Integra a tese de doutorado em Ciencias Medicas de Sandra R. R* Simonetti, Intitulada HIV-1: avaliagao da resisteneia as 
antirretrovirais em pacientespedidtricos, defendida e aprovada em 19 de fevereiro de 2009 no Programa de Pos-Gradua^ao em Fisiopatologia Clinica e 
Experimental da Faculdade de Ciencias Medicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). 







98 


Diagnostic® Laboratory I 


► Considerables gerais em 
virologia e biologia molecular 

Os virus da imunodeficiencia humana (HIV), g£nero 
Lentivirus, familia Retroviridae, foram classificados, de 
acordo com propriedades estruturais e genomicas, em dois 
tipos, HIV-1 e HIV-2 (Myers e Pavlakis, 1992). O HIV-1, 
originalmente descrito por pesquisadores liderados por Luc 
Montagnier e Robert Gallo (Barre-Sinoussi et al 1983; GaHo 
et al, 1984), apresenta tres principals grupos de linhagens 
similares, designados M (major ou main), O (outlier) e N ( new 
ou non-M/non-0 ) (Gutler ef al, 1994; Simon et al, 1998). 

A maioria das infec^oes devidas ao HIV-1 e causada por 
linhagens agrupadas em M, geneticamente distintas, reconhe- 
cidas como subtipos filogeneticos ou clades. Para o HIV-1, 
essas linhagens se classificam de “A” a “H”, “J” e “K”, e, para o 
HIV-2, de “A” a “E” (Gao et al, 1994). O grupo O e formado 
por algumas linhagens presentes em Camaroes, Gabao e Guine 
Equatoriana, e o grupo N e representado por linhagens obser- 
vadas, ate o momento, somente em Camaroes. 

Em 2009, um novo virus, associado as linhagens do virus 
da imunodeficiencia de simios observadas em gorilas (SIV gor ), 
foi isolado em uma paciente em Camaroes. Esse virus, distinto 
dos grupos anterlores do HIV-1, e considerado o prototipo de 
uma nova linhagem (Plantier et al, 2009). 

" Morfologia e estrutura viral 

Celulas suscetiveis, linfocitos ou monocitos, infectadas 
pelo HIV-1 e HIV-2 produzem particulas virais bastante simi¬ 
lares em sua morfologia e composite (Munn et al, 1985). As 
particulas virais completas, virions, em formato esferico, com 
aproximadamente 110 nm de diametro, apresentam envolto- 
rio externo, constituindo uma membrana lipidica de camada 
dupla (envoltorio ou envelope) que circunda o capsidio e o 
nucleocapsidio viral, em forma de cone (Figura 7.1). 

A membrana lipidica, derivada da celula hospedeira, con- 
tem aproximadamente 72 espiculas com simetria triangular 
(Gelderblom, 1991), que se apresentam com 9 a 10 nm de com- 
primento com termina^ao distal arredondada, com 14 a 15 nm 
de diametro, contendo quatro heterodimeros da glicoproteina 
do envelope, compostos por subunidades de superficie que 
interagem com as subunidades transmembrana. As subuni¬ 


dades de superficie e transmembrana estao associadas, respec- 
tivamente, as glicoproteinas virais gpl20 e gp41 para HIV-1 
e gpl30 e gp41 para HIV-2, ligadas nao covalentemente. A 
glicoproteina de superficie (SU) constitui o principal antigeno 
viral e a proteina transmembrana (TM) forma o componente 
interno do envelope glicoproteico. 

Durante a etapa de brotamento, no processo de format ao 
da particula viral, varias proteinas da membrana celular hos¬ 
pedeira podem ser adquiridas e incorporadas a membrana 
viral lipoproteica, principalmente (3 2 " m i cro gi°L ) ulina, protei¬ 
nas HLA das classes I e II e ciclofilinas (Arthur et al, 1992). 

Proteinas de adesao, como a molecula de adesao intracelular 
1 (ICAM-1), tambem podem ser incorporadas, o que facilita 
a adesao a outras celulas-alvo. Alem disso, pode ocorrer tam¬ 
bem a incorpora^ao de lipidios, e ha a sele^ao, por proteinas 
virais, de regioes especificas da membrana plasmatica celular 
para a libera^ao do nucleocapsidio. 

A por^ao mais estreita do nucleocapsidio, com 20 nm de 
largura, esta conectada a membrana lipidica por meio de uma 
estrutura proteica, a liga^ao capsi de-envelope (Hoglund et al, 
1992). Cada nucleocapsidio contem duas moleculas de RNA 
genomico de cadeia simples, proteinas de membrana e enzi- 
mas virais. 

O nucleocapsidio viral (NC) e composto pela proteina pi7, 
que constitui a matriz (MA), e pelo capsidio viral (CA), que 
engloba o genoma RNA, as proteinas p24, p9, p7, a enzima 
transcriptase reversa (RT) (p66/p51), essencial ao processo de 
replica^ao viral, a enzima protease (plO), necessaria a matu- 
ra^ao das particulas virais e a enzima integrase (p31), res- 
ponsavel pela integra^ao do genoma viral ao DNA da celula 
hospedeira. Catalisada pelo polipeptidio In (parte do com- 
plexo RTase), a integra^ao e uma rea^ao altamente especifica 
em rela^ao ao provirus, mas aleatoria em relate ao ao DNA da 
celula hospedeira. Moleculas de tRNA em geral especificas a 
triptofano, prohna ou lisina, usadas no inicio do processo de 
transcri^ao reversa, tambem sao observadas no capsidio viral. 

Organizatfo do genoma viral 

O genoma viral, com 9,7 kb de extensao, apresenta-se com 
duas fitas simples, positivas, associadas a nucleoproteina p7, 
formando o complexo ribonucleoproteico. Em ambas as extre- 
midades, sao observadas sequencias nucleotidicas repetidas 
(long terminal repeat - LTR). A estrutura LTR e essencial ao 
processo de replica^ao viral, uma vez que a regiao U3 de LTR 



Figura 7.1 A. Microscopia eletronica de particula HIV purificada. B. Particulas virais em processo de brotamento em cultura de celula (Barth, 2011). 
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contem elementos promotores responsaveis pelo inicio da 
transcri^ao do genoma viral. 

A replica^ao viral, na maioria dos retrovirus competentes, 
depende da participa^ao de genes estruturais (gag, pol, env), 
genes reguladores ou regulatorios (tat, rev, nef) e genes aces- 
sorios (vpu, vpr, vif, para HIV- 1 ; vpu, vpr, vpx para HIV- 2 ). Os 
polipeptidios precursores de proteinas do virion sao codifica- 
dos por essas regioes especificas do genoma viral (Wong-Staal, 
1991). 

O esquema estrutural classico do genoma retroviral e indi- 
cado pela expressao 5' VIR-gag-pol-env-LTR3 '. As regioes LTR 
representam as duas partes delimitantes do genoma viral. Sao 
conectadas ao DNA celular da celula hospedeira, apos a inte- 
gra^ao, e nao codificam para quaisquer proteinas virais. 

O gene gag codifica precursores de proteinas do capsidio 
viral: a proteina da matrix (MA), formada pela unidade pi7; 
a proteina do capsidio (CA), formada pela unidade p24, e a 
proteina do nucleocapsidio (NC), formada pela unidade p7. 

O gene pol codifica precursores das enzimas protease, 
transcriptase reversa (RT) e integrase, essenciais ao processo 
de replica^ao retroviral. 

A enzima protease (PR), composta pela subunidade plO, 
atua na matura^ao das particulas virais, no processo de forma- 
bao das particulas, e em 11 sitios de clivagem de poliprotefnas 
precursoras do HIV- 1 , gag e gag-pol, e tres sitios envolvem as 
liga^oes fenilalanina-prolina ou tirosina-prolina, dando ori- 
gem as proteinas estruturais codificadas pelo gene gag e enzi¬ 
mas virais codificadas pelo gene pol (Darke et al., 1988). 

A transcriptase reversa transcreve o genoma viral RNA de 
cadeia simples em DNA proviral de cadeia dupla e e formada 
por duas subunidades, p51 e p 66 . A subunidade p51 nao apre- 
senta o dominio RNase H, que e observado somente como parte 
da subunidade p 66 da enzima transcriptase reversa viral. Esse 
dominio apresenta como funpao a degrada^ao do RNA viral de 
fita simples nos hibridos RNA-DNA, liberando o DNA molde 
para a sintese do genoma viral (Telesnitsky e Goff, 1997). 

A enzima integrase (In), formada pela unidade p32, atua 
na ligabao covalente do DNA viral linear de cadeia dupla ao 
genoma da celula hospedeira (Brown, 1997). 

O gene env codifica precursores (gpl60) das glicoprotemas 
de envelope (gpl20 ou subunidade SU) com sitios especificos 
de ligabao aos receptores celulares e glicoprotemas transmem - 
brana (gp41 ou subunidade TM) ligadas a fusao virus-celula 
e celula-celula (Lifson et al, 1986), responsaveis pela indu^ao 
de sincicios em culturas de celulas. 

Variapoes na sequencia do gene env tem revelado um 
padrao de cinco regioes variaveis intercaladas com regioes 
conservadas para a subunidade gpl 20 . Diferentemente, a 
subunidade gp41 demonstra menor heterogeneidade e, por- 
tanto, e mais conservada. Essa varia^ao consiste em altera^oes 
em nucleotidios, que resultam em substitutes de aminoa- 
cidos, pequenas dele 96 es e inser^oes (Leigh-Brown, 1991). Ate 
25% dos aminoacidos codificados por env podem variar em 
linhagens HIV -1 de regioes separadas geograficamente (varia- 
bao interpaciente). Analises de sequencias de isolados HIV-2 
tambem demonstram cinco regioes variaveis, intercaladas 
com sequencias conservadas na subunidade gpl20 (Burns e 
Desrosiers, 1994). 

A sele^ao de variantes env produz populates de genomas 
virais intimamente relacionadas, mas distintas, designadas 
quasispecies (variantes intrapacientes) (Wain-Hobson, 1992). 
Varia^oes nas sequencias env tem importantes implicates 
nao so nas respostas imunes antivirais, mas tambem na ligabao 
ao CD4, tropismo celular e citopatogenicidade. 


A heterogeneidade na sequencia genomica pode ocorrer 
por pressoes seletivas: o escape a anticorpos que neutralizam 
a atividade viral e a adapta^ao a diferentes tipos de celulas 
(Burns e Desrosiers, 1994). 

Genes virais acessorios e regulatorios 

Adicionalmente aos genes gag, pol e env, o genoma do HIV 
codifica outros genes classificados, anteriormente, como genes 
acessorios ou auxiliares, uma vez que nao eram requeridos nos 
processos de replica^ao in vitro. 

Os genes adicionais codificados pelo HIV -1 sao os genes 
acessorios vif, vpr, vpu e genes regulatorios tat, rev e nef. Para 
o HIV -2 sao os genes acessorios vif, vpr, vpx e regulatorios tat, 
rev e nef. 

Os genes regulatorios nef, tat e rev sao produzidos preco- 
cemente durante o ciclo de replica^ao viral. As sequencias tat 
(transativador de transcri^ao) e rev (regulador da expressao 
viral) codificam a produ^ao de pequenas proteinas externas ao 
virion, essenciais a replicapao viral. Sao proteinas regulatorias 
que se acumulam no interior do nucleo e se ligam em regioes 
definidas do RNA viral. 

O gene tat se liga a regiao TAR (elementos de resposta 
transativa^ao), encontrada em LTR; controla a transcripao da 
expressao genetica, aumentando os niveis de RNA viral e ele- 
vando a transcri^ao inicial e/ou alongamento (Peterlin et al, 
1993). Atua como potente ativador da transcribe 1 da regiao 
promotora de LTR e e essencial para o processo de replica^ao 
viral em quase todos os sistemas de cultura in vitro. 

O gene rev se liga a regiao RRE (elementos de resposta rev), 
encontrada no gene env, e controla a replicabo viral em nivel 
pos-transcri^ao, regulando o processamento e o transporte do 
RNA viral do nucleo ao citoplasma (Parslow, 1993). 

Ambos, tat e rev, sao fundamentals no processo de repli- 
ca^ao viral, uma vez que estimulam a transcribao do DNA 
HIV -1 proviral em RNA, promovem o alongamento da cadeia 
de RNA, aumentam o transporte do RNA HIV do nucleo para 
o citoplasma e sao essenciais para a tradu^ao. O gene rev e, 
tambem, um fator de exporta^ao nuclear, importante para 
a troca de proteinas reguladoras de expressao precoce por 
proteinas estruturais sintetizadas posteriormente. 

Todos os lentivirus de primatas codificam nef (fator nega- 
tivo), ao qual sao atribuidas diversas funqoes, tais como 
aumento da infectividade viral (Bukrinsky et al, 1991), ativa- 
9&0 de celulas T (Baur et al, 1994) e regular ao de CD4 (Aiken 
et al, 1994). A expressao precoce de nef, no ciclo de replica^ao 
viral, assegura a ativa^ao de celulas T e o estabelecimento de um 
estado persistente da infec^ao. Alem disso, promove a sobre- 
vivencia de celulas infectadas, atuando na expressao de varias 
moleculas de superficie, importantes para a funbo do sistema 
imune do hospedeiro. Essas moleculas incluem o complexo 
principal de histocompatibilidade I e II (MHCI e II), presente 
em celulas apresentadoras de antigeno (APC) e celulas-alvo 
(linfocitos T CD4+, CD28+) (Collins et al, 1998). 

Numerosos estudos t^m sido publicados sobre as funbes 
dos genes acessorios, levando em considerable diversos fato- 
res, como diferen^as entre as linhagens virais, multiplicidade 
da infecbo> tipos celulares selecionados para analise e meto- 
dos utilizados para avaliar a replicabo viral. As atribuiboes 
dadas a esses genes acessorios serao descritas a seguir. 

O fator de infectividade viral (vif) participa dos processos 
de replicabo (Strebel et al, 1987) e maturabao viral (Hoglund 
et al, 1992). Dados da literatura tem ressaltado um importante 
papel de vif em relabao a replicabo viral (Mariani etal, 2003). 
Isolados HIV- 1 , deficientes em vif, nao replicam em celulas 
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T CD4+, determinadas linhagens de celulas T nao permissi- 
vas ou em macrofagos. Esses isolados sao capazes de infectar 
celulas-alvo e iniciar a transcri^ao reversa; entretanto, a sintese 
do DNA proviral permanece incompleta. 

A fusao in vitro de celulas permissivas e nao permissivas 
leva ao fenotipo nao permissivo, sugerindo que a replicato do 
HIV dependa da presen^a ou ausencia de um inibidor celular. 
Esse fator inibitorio endogeno fol identificado como a enzima 
catalitica apolipoproteina B, semelhante ao polipeptidio 3G, 
atuando na edi<j:ao do mRNA (APOBEC3G) (Sheehy et al, 
2002). Essa proteina pertence a familia de enzimas intracelu- 
lares que, especificaraente, desaminam a citosina em uracila 
no mRNA ou DNA, resultando no acumulo de muta^oes G~A, 
que leva a degrada^ao do DNA viral. 

Por meio da forma^ao de complexos com APOBEC3G, vif 
bloqueia a atividade inibitoria dessa enzima, prevenindo a sua 
incorporate as particulas virais recentemente sintetizadas 
(Freed, 2004). Assim, inibidores especificos, que possam blo- 
quear a intera^ao de vif com APOBEC3G, ou que previnam a 
degrada^ao intracelular desta enzima, poderiam representar 
promissoras op^oes de tratamentos futures, pois, a principio, 
o bloqueio de estruturas celulares estaria provavelmente asso- 
ciado ao risco minimo de desenvolvimento de resistencia, que 
pode comprometer a eficacia de agentes antirretrovirais. 

Em relate aos genes vpr/vpx t esta bem definido que o 
HIV-1 apresenta o gene vpr (codificante para proteina viral R), 
enquanto o HIV-2 contem vpx (codificante para proteina viral 
X), associado o Vpr por homologia de sequencias. 

Atribui-se a vpx desempenho na adapta^ao do virus a espe- 
cies primatas (Clements e Wong-Staal, 1992), e estudos para 
o gene vpr tern sugerido sua participate na regulate da 
expressao de genes celulares e virais, alterando o mecanismo 
da celula hospedeira e facilitando a replicate viral. A proteina 
Vpr desempenha importante papel na regulate da importa- 
to, para o nucleo, do complexo de pre-integra^ao do HIV-1 
e e requerida para a replicato viral em macrofagos. Alem 
disso, a Vpr tambem e capaz de interferir no ciclo de replica- 
to celular, induzindo a apoptose e resultando em disfunto 
imune. O papel imunossupressor e atribuido a sua capacidade 
de sequestrar ativadores de transcri^ao proinflamatorios no 
citoplasma (Muthumani et al, 2006). 

O gene vpu (codificante para proteina viral U) esta pre¬ 
sente cm HIV-1 e ausente em HIV-2 e demais lentivirus. Esta 
envolvido no processo de brotamento das particulas virais e 
aumento da liberate de virions em celulas infectadas. Virus 
deficientes em vpu replicam em celulas T CD4+ e macrofagos; 
porem, ha declinio acentuado na eficiencia da liberate de 
virions no meio extracelular (Klimkait et at, 1990). 

- Dinamica viral e quasispecies 

A infecte pelo HIV-1 e um processo dinamico em que se 
observa equilibrio entre a produto e eliminate de particu¬ 
las virais, de acordo com estudos de quantificato da carga 
viral em plasma e celulas mononucleares do sangue periferico 
de pacientes nos diferentes estagios de AIDS. Em individuos 
infectados, e estimado o valor medio de 10 9 novas particulas 
virais sendo produzidas e subsequentemente eliminadas por 
dia (Ho et al, 1989). 

O estado de constante equilibrio e a elevada taxa de mutate 
genomica do HIV-1 resultam no desenvolvimento de linha¬ 
gens virais mutantes, selecionadas de maneira mais eficaz sob 
condites de pressao seletiva, exercida pelo sistema imunolo- 
gico ou pela intervento farmacologica com antirretrovirais. 


Essas variantes nao sao reconhecidas por anticorpos neu- 
tralizantes e linfocitos T citotoxicos e podem apresentar muta¬ 
tes nos genes que codificam para as enzimas envolvidas no 
mecanismo de replicato viral, o que resulta na substitute de 
aminoacidos e seleto das quasispecies resistentes aos antirre¬ 
trovirais (Wang et al., 2002). Em decorrencia, esses farmacos 
nao exercem sua fun^ao de maneira adequada e a replicato 
viral se processa normalmente. 

A resistencia aos antirretrovirais, assim como outros fato- 
res, tais como potencia inadequada da medicate, niveis far- 
macologicos inadequados, nao adesao e/ou intera^oes medi- 
camentosas, contribuem para o decrescimo da eficiencia da 
quimioterapia antirretroviral, dificultando nao apenas a con- 
duta clinica em relate a doen^a viral, mas tambem as opfes 
de tratamento. 

Subtipos geneticos do HIV-1 

O HIV-l caracteriza-se por extensa heterogeneidade gene- 
tica, resultante da interferencia de varios fatores, tais como 
ausencia da capacidade de edi^ao da enzima transcriptase 
reversa (Roberts et al, 1988), elevada taxa da dinamica viral in 
vivo (Ho etal, 1995), pressoes seletivas exercidas pelo sistema 
imune do hospedeiro (Michael, 1999) e eventos de recombi- 
nato de genes durante o processo de replicato viral (Temin, 
1993). No grupo M do HIV-1, a media da variabilidade gene- 
tica intersubtipos e de 15% para o gene gage 25% para o gene 
env (Janssens etal, 1994; Gao, 1996). 

Alem dos subtipos ja dassificados, e possivel identificar, 
neles, grupos de isolados virais que formam clades genetica- 
mente relacionadas, denominadas subsubtipos (Robertson 
et al, 2000). Esses grupos apresentam-se filogeneticamente 
mais relacionadas entre si do que aos outros subtipos. Isso 
ocorre com as clades A e F, com cepas virais classificadas em 
subsubtipos Al e A2, FI e F2 (Gao et al, 2001; Triques et al, 
2000 ). 

As clades B e D estao mais intimamente relacionadas entre 
si do que aos demais subtipos, e a clade D e considerada o 
precursor da variante clade B africana, mas suas designators 
originais como subtipos sao mantidas pela consistencia de tra- 
balhos publicados (Louwagie etal , 1993). 

A classificato de subtipos do HIV-1 foi originalmente 
fundamentada em regioes subgenomicas de genes individuals. 
Entretanto, com o aumento do numero de isolados virais dis- 
poniveis em todo o mundo e as melhorias em metodos de 
sequenciamento, a sua classificato filogenetica baseia-se, 
atualmente, tanto em sequencias de nucleotidios derivadas de 
multiplas regioes subgenomicas {gag, pol, env) do mesmo iso- 
lado, como na analise da sequencia do genoma completo. 

Esse procedimento tem revelado isolados virais nos quais 
as relates filogeneticas, com diferentes subtipos, sao trocadas 
em seus genomas. Acredita-se que essas formas recombinan- 
tes intersubtipos originaram-se em individuos infectados com 
cepas virais de dois ou mais subtipos. 

Quando um recombinante viral identico e isolado em, no 
minimo, tres pessoas nao relacionadas epidemiologicamente e 
e caracterizado pelo sequenciamento do genoma completo, ele 
pode ser designado com uma forma recombinante circulante 
(CRF). 

Mais de 20 CRF, cujas origens podem ser rastreadas, em 
areas onde linhagens parentais sao cocirculantes, tem sido 
relatadas. A cocirculato de multiplos subtipos e CRF nas 
mesmas populates aumenta a probabilidade de que indi¬ 
viduos tornem-se <l superinfectados” com diferentes formas 
geneticas do HIV-1. Essas formas podem sofrer trocas de 
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segmentos de seu material genetico, o que resulta na gera^ao 
de varios recombinantes, chamados de formas recombinant 
tes unicas (URF), que, se disseminadas a outras pessoas, irao 
gerar as CRF (McCutchan, 2006). 

- Replicagao viral 

O ciclo de replica^ao dos lentivirus de primatas divide-se 
em duas fases: inicial e tardia. A primeira inicia-se com a liga- 
9 §o do virion aos receptores de superflcie celular, por meio 
da liga^ao de gp!20 aos receptores de superflcie celular, CD4, 
com posteriores processos de intern aliza^ao e descapsida^ao 
do nucleocapsldio no citoplasma da celula (Figura 7.2). 

O domlnio CD4 atua como receptor primario para o HIY no 
processo da infec^ao viral. Ele consiste em uma glicoprotelna 
monomerica, com 58 kDa, detectada na superflcie celular de 
cerca de 60% dos linfocitos T, em precursores de celulas T na 
medula ossea e timo, monocitos, macrofagos, eosinofilos, celulas 
dendrlticas e celulas da microglia do sistema nervoso central. 

Sao observadas tres regioes distintas em CD4 de celulas 
T: o domlnio extracelular, composto de 370 aminodcidos, o 
domlnio hidrofobico transmembrana, com 25 aminoacidos, e 
a parte citoplasmatica, com 38 aminoacidos. 

No domlnio extracelular, foram caracterizados quatro 
domlnios semelhantes a imunoglobulinas, identificados como 
regioes D1-D4. Reslduos na regiao V2, que compreende os 
aminoacidos 40 a 55, sao importantes para a liga^ao a gpI20 e 
esta regiao se sobrepoe a parte de CD4 onde ocorre a inser^ao 
de seus ligantes naturais (moleculas HLA da classe II). 

A liga^ao de gpl20 ao CD4 nao e apenas uma etapa crucial 
para a penetra^ao do virus nas celulas; ela tambem interfere na 
via de transdu^ao de sinal intracelular e promove apoptose em 
celulas T CD4+ (Banda et al, 1992). 

Receptores de citocinas quimiotaticas (quimiocinas) atuam 
como correceptores de CD4 na infec^ao celular pelo HIV. As 
quimiocinas e seus receptores tern sido caracterizados em rela- 
£ao ao seu papel em promover a migra^ao (quimiotaxia) de 
leucocitos e sua atividade proinflamatoria. O CXCR4 (a-qui- 
miocina) foi descrito como o correceptor para isolados HIV 
com tropismo para celulas T (T-tropicos) (Feng et al., 1996), 
e o correceptor CCR5 (fl-quimiocina) e necessario para isola¬ 
dos HIV monocitotropicos (M-tropicos) (Doranz, 1996). 

DNA 



processamento 
e montagem 

Figura 7.2 Eta pas do ciclo de replica^ao viral. 


A liga^ao de gpl20 ao CD4 e correceptores celulares induz 
a altera^ao conformacional em gpl20, que promove uma inte- 
ra^ao mais eficiente da al<;a V3 de gpl20 com o seu respectivo 
correceptor. A fusao da partlcula viral com a membrana da 
celula hospedeira e dependente dessa intera^ao e tambem de 
gp41, uma glicoprotelna transmembrana, parte do envelope 
glicoproteico gp 160. 

Apos os processos de adsor^ao da partlcula viral as celu¬ 
las suscetlveis e fusao com a membrana da celula hospedeira, 
ocorre a descapsida^ao do nucleocapsldio viral no citoplasma 
celular, e as enzimas virais transcriptase reversa, protease e 
integrase permanecem associadas ao nucleocapsldio. 

Ocorre, a seguir, a etapa de transcri^ao reversa: por meio 
da a<;ao da transcriptase reversa, catalisando a slntese e poli- 
meriza^ao do DNA, e da atividade RNAse H da transcriptase 
reversa, clivando cadeias de RNA, o RNA genomico de cadeia 
simples e convertido em DNA de cadeia dupla. 

O processo de transcri^ao reversa ocorre no citoplasma da 
celula, em uma serie de etapas, descritas a seguir (Goff, 2001; 
Rubbert et al ., 2007): 

■ Um tRNA celular especlfico de lisina atua como iniciador 
( primer) e acopla-se ao sltio complementar do genoma viral 
denominado sltio de liga^ao do primer (primer binding site , 
PBS) 

« O DNA complementar liga-se a regiao U5 (regiao nao codi- 
ficante) e a regiao R do RNA viral (uma repeti^ao direta 
presente em ambas as termina^oes da molecula de RNA) 

■ O domlnio da enzima transcriptase reversa denominado 
RNAse H degrada a termina^ao 5 ' do RNA, removendo 
U5 e R 

■ O primer desloca-se para a extremidade 3 ' do genoma viral 
e a cadeia de DNA recentemente sintetizada acopla-se a 
regiao R complementar no RNA 

■ A primeira cadeia de DNA complementar (cDNA) e estendida 
e a maior parte do RNA viral e degradada pela RNAse H 

■ Finalizada esta etapa inicia-se, a partir do trato polipurina 
(regiao PTT), a slntese da segunda cadeia de DNA, que e a 
cadeia senso (+) 

■ Ocorre uma nova etapa de deslocamento: o PBS da segunda 
cadeia acopla-se ao PBS complementar na primeira cadeia 

■ Ambas as cadeias sao estendidas, o que resulta no DNA 
HIV de cadeia dupla com regioes LTR em ambas as extre- 
midades. 

Essas formas sao mantidas em um complexo nucleoproteico, 
que e subsequentemente transportado ao nucleo e podem ser 
integradas ao genoma hospedeiro pela enzima viral integrase, 
produzindo o provlrus integrado: a integrase se liga ao DNA 
viral transcrito e forma o complexo de pre-integra^ao (PIC). 
Uma vez incorporada ao PIC, a integrase atua no terminal 
3' removendo o dinucleotldio GT de ambas as extremidades 
do DNA viral. A seguir, o PIC e transportado do citoplasma 
ao nucleo da celula infectada e a integrase catalisa a rea^ao 
de transferencia da cadeia, o que resulta na incorpora^ao do 
DNA viral ao DNA celular. 

A ativa^ao celular, promovida in vivo por contato com antl- 
genos ou infec^oes oportunistas, e necessaria para a integra^ao 
do DNA HIV proviral ao genoma da celula hospedeira apos o 
transporte do complexo de pre-integra^ao ao nucleo. 

A segunda fase do ciclo de replica^ao viral ocorre com a 
transcri^ao e processamento do RNA viral a partir do cDNA 
proviral, contendo nas extremidades 5' e 3', respectivamente, 
as estruturas cap e poli-A , finalizando com a libera^ao de par- 
ticulas virais pelo processo de brotamento. 
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Inicialmente, a transcri^ao resulta na sintese precoce de 
proteinas reguladoras do HIV- 1 , como Tat ou Rev (Freed, 
2004). Tat liga-se ao sltio de elemento de resposta transativa- 
9 ao (TAR), no inicio da smtese do RNA HIV -1 no nucleo, e 
estimula a transcriqao e forma^ao de longos transcritos RNA. 
Rev ativa a expressao de genes estruturais e enzimaticos e 
inibe a produ^ao de proteinas reguladoras, promovendo, desta 
maneira, a forma^ao de particulas virais maduras. 

As proteinas codificadas pelos genes gag e pol formam o 
nucleo das particulas maduras. As proteinas codificadas pelo 
gene gag derivam de moleculas precursoras maiores, com 53kDa, 
clivadas, pela enzima viral protease, em p24, p 17, p9 e p7. 

Os produtos codificados por env formam as espiculas gp 1 20 do 
envelope viral, a partir de moleculas precursoras maiores, gpl60, 
tambem clivadas pela protease do HIV -1 em gpl 20 e gp41. 

A clivagem de moleculas precursoras e necessaria a gera^ao 
de particulas virais infecciosas (virions). O processo de forma- 
9 §o de novas particulas ocorre em etapas, descritas a seguir: 
( 1 ) o cerne das particulas virais e formado por RNA HIV- 1 , 
proteinas codificadas por gag e varias enzimas codificadas por 
pol; ( 2 ) este complexo migra para a superficie da celula, em 
sitios onde houve a deposk^ao de gpl 20 e gp41; (3) moleculas 
precursoras maiores sao clivadas pela protease, resultando em 
particulas virais (virions) pelo processo de brotamento atra- 
ves da membrana da celula hospedeira. Durante esse processo, 
membranas lipidicas virais podem incorporar varias proteinas 
da celula hospedeira, tornando-se enriquecidas em certos fos- 
folipidios e colesterol. 

Em celulas T, o brotamento das particulas virais ocasiona 
sua libera^ao no espaqo extracelular e, em monocitos e macro- 
fagos, resulta no acumulo de virions em vacuolos celulares. 

A replica^ao dos retrovirus e tendenciosa a ocorrencia de 
erros e caracterizada por elevada taxa de muta^oes esponta- 
neas. A enzima transcriptase reversa do HIV -1 nao tern fun- 
9 ao de edi^ao, e os erros que surgem na forma^ao do DNA de 
cadeia dupla constituem a fonte da extensa heterogeneidade 
genetica do HIV. Estima-se que a taxa de muta 9 ao desse pro¬ 
cesso seja de 10 “ 4 , o que resulta, em media, em 1 a 10 erros por 
genoma a cada ciclo completo de replica^ao. 

- Patogenese 

Infec^oes causadas por lentivirus cursam, tipicamente, 
como doen^as cronicas, apresentando longos periodos de 
latencia clinica, replicaqao viral persistente e o envolvimento 
do sistema nervoso central. Entretanto, o curso da infec 9 ao 
pelo HIV -1 em determinados pacientes pode variar dramati- 
camente, mesmo em casos de infec^oes primarias provenien- 
tes de origens comuns (Liu et al, 1997). 

Em alguns individuos sao observadas infec^oes nao pro- 
gressivas de longo termo, que se caracterizam pela ausencia do 
declinio no numero de celulas T CD4+ ou infec^oes cronicas 
que persistem, no minimo, por 7 anos sem o desenvolvimento 
de AIDS. Nesses pacientes foram observados isolados virais 
identificados como virions defectivos ou com reduzida capaci- 
dade de replica^ao (Kirchhoff et al ., 1995). Porem, na maioria 
dos casos, a infec^ao caracteriza-se pela presen 9 a de virus com 
efetiva capacidade de replica 9 ao e elevada taxa diaria de repo- 
si 9 ao de virions. 

Fatores do hospedeiro tambem podem determinar se o curso 
da infeC 9 ao evoluira, rapidamente, para a imunodeficiencia cli- 
nicamente manifesta ou para o perfil de nao progressores de 
longo termo, que representam cerca de 5% de todos os pacientes 
infectados (Buchbinder et al, 1994; Lefrere et al ., 1997). 


A identificaqao e caracteriza 9 ao de fatores do hospedeiro 
que contribuem para o curso da infec 9 ao pelo HIV, incluindo 
mecanismos de defesa imunologicos e fatores geneticos, sao 
cruciais para a compreensao da imunopatogenese da infec 9 ao 
pelo HIV e para o desenvolvimento de estrategias imunotera- 
peuticas e profilaticas. 

- HIV e sistema imune 

Apos a penetra 9 ao do HIV -1 em celulas T CD4+ quiescen- 
tes e a finaliza 9 ao da etapa de transcri 9 ao reversa, o genoma 
viral apresenta-se como DNA proviral nao integrado. A ativa- 
9&0 de celulas T CD4+ e necessaria para a integra 9 ao do DNA 
do HIV no genoma da celula hospedeira, preferencialmente 
em genes ativos, denominados hot spots (Schroder, 2002), e e 
pre-requisito para a smtese de novos virions. 

O microambiente dos tecidos linfoides representa o meio 
ideal para a replica 9 ao de novos virions, propiciando con- 
di 9 oes especiais tais como o ultimo contato entre as celulas 
T CD4+ e celulas apresentadoras de antigeno, a presenqa de 
virions infecciosos na superficie de celulas dendriticas folicu- 
lares e a abundante produ 9 ao de citocinas proinflamatorias, 
tais como IL- 1 , IL -6 e TNFa, que promovem a indu 9 ao da 
replica 9 ao viral nas celulas infectadas e aumentam essa repli- 
ca 9 ao em celulas ja produtoras de virus (Rubbert et al ., 2007). 

A replica 9 ao viral em tecidos linfoides e, realmente, extensa 
nos estagios iniciais da doen 9 a (Pantaleo, 1993). Durante a fase 
inicial da infecqao pelo HIV- 1 , observa-se enorme quantidade 
de particulas virais no plasma, seguindo-se relativo declinio da 
viremia na maioria dos pacientes. Uma forte e intensa resposta 
de celulas T citotoxicas especificas para o HIV -1 e gerada, 
coincidindo com a supressao da viremia plasmatica. 

Os virions sao englobados pela rede de celulas dendriticas 
foliculares nos tecidos linfoides e os macrofagos, celulas T 
CD4+ ativadas e quiescentes sao os principals alvos da infec- 
9 ao. Se uma analise sequencial do tecido linfoide for realizada 
durante o curso natural da doen 9 a causada pelo HIV- 1 , sera 
observado que a progressao da doen 9 a e refletida pela des- 
truiqao da arquitetura do tecido linfoide com decrescimo no 
englobamento de particulas virais (Rubbert et al ., 2007). 

Varios estudos imuno-histologicos indicam que 0 paracor¬ 
tex dos linfonodos representa o sitio primario onde a replica- 
9 ao do HIV -1 e iniciada (Pantaleo, 1993). A infeC 9 ao de celulas 
T CD4+ circundantes e o inicio da ativa 9 ao de celulas T por 
celulas dendriticas contribuem para a dissemina 9 ao do HIV -1 
no tecido linfoide. 

Reservatorios virais permanentes, principalmente em 
macrofagos e celulas T CD4+ latentemente infectadas, sao 
estabelecidos na fase precoce da infec 9 ao e, provavelmente, 
representam o principal obstaculo a bem-sucedida erradica- 
9&0 do HIV (Rubbert et al, 2007). A frequencia de celulas que 
contem o DNA proviral e cerca de 5 a 10 vezes maior em teci¬ 
dos linfoides em rela 9 ao as celulas mononucleares do sangue 
periferico, e a diferen 9 a na replica 9 ao viral em tecidos linfoi¬ 
des excede aquela do sangue periferico em 10 a 100 vezes. 

Linfocitos B e T sao considerados as principals celulas efe- 
toras da resposta imune antigeno-especifica. Entretanto, as 
suas funqoes estao sob o controle de celulas dendriticas, capa- 
zes de selecionar antigenos no sangue periferico. O reconhe- 
cimento de antigenos por celulas T requer o processamento 
previo e apresenta 9 ao de peptidios antigenicos pelas celulas 
dendriticas (Rubbert et al ., 2007). 

As celulas T expressam diferentes receptores que podem 
se ligar a peptidios MHC da classe I na superficie de celu- 
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las dendriticas para permitir a ativa^ao de celulas T CD 8 + 
ou moleculas MHC da classe II para a ativa^ao de celulas T 
CD4+. Assim, a gera^ao da resposta imune espedfica ao HIY 
depende do padrao individual do sistema HLA, que pode afe- 
tar a resposta imune adaptativa. Dependendo do padrao de 
secre^ao de citocinas, as celulas T CD4+ podem diferenciar-se 
em celulas T helper, T H 1 e T H 2 . As celulas T CD4+ T H I pro- 
duzem, primariamente, interleucina 2 (IL-2) e interferona 
gama (IFNy), as citocinas que dao suporte as fun^oes efeto- 
ras do sistema imune: linfocitos T citotoxicos (CTL), celulas 
natural killer ( NK-cells ) e macrofagos. As celulas T H 2 produ 
zem, predominantemente, IL-4, IL-5, IL -6 e IL- 10 , citocinas 
que favorecem o desenvolvimento da resposta imune humoral 
(Rubbert et al, 2007). 

A associa^ao entre a resposta imune humoral espedfica ao 
HIV e o curso da doen^a e menos caracterizada. Individuos 
nao progressores de longo termo tendem a apresentar ampla 
atividade de anticorpos neutralizantes dirigidos a uma varia- 
9&0 de isolados primarios e mostram a persistencia de anticor¬ 
pos neutralizantes contra virus autologos. Entretanto, ainda 
nao se sabe se esses anticorpos representam parte da prote^ao 
ou se meramente refletem a integridade de um sistema imune 
relativamente intacto. Individuos com substancial risco para a 
infec^ao pelo HIV, mas que sao considerados expostos e nao 
infectados, representam, por defini^ao, aqueles que nao apre- 
sentam resposta de anticorpos detectaveis contra o HIV- 1 . 
Essa defini^ao implica que a resposta humoral sistemica talvez 
nao represente um mecanismo crucial de prote^ao (Rubbert 
et al., 2007). 

Imunopatogenese da infeqao pelo HIV em pediatria 

Em crian^as infectadas pelo HIV por meio da transmissao 
vertical, o periodo da infec^ao aguda e o periodo neonatal, 
caracterizado por niveis de carga viral extremamente eleva- 
dos, que declinam mais lentamente do que em adultos nos 
proximos 2 anos ou mais, ate atingirem um valor de set-point 
(Tiemessen e Kuhn, 2006). Set-points virais sao maiores em 
crian 9 as do que em adultos, consistentes com a progressao 
mais rapida da doen^a (Shearer et ai, 1997). Na ausencia de 
terapia efetiva, cerca de um quarto das crian^as infectadas 
pro gride 4 AIDS e 10 a 15% vao a obito no primeiro ano de 
vida (The European Collaborative Study, 1994). 

A via de contamina^ao mae-filho envolve, por defini^ao, 
a transmissao de virus entre individuos geneticamente simi- 
lares, e essa similaridade pode ser maior para alelos mais 
comuns. Uma vez que a resposta imune materna molda a 
evolu^ao de virus autologos e mae e filho sao geneticamente 
similares, a crian^a adquire linhagens virais que ja apresen- 
tam muta^oes de escape a resposta imune (Tiemessen e Kuhn, 
2006). Crian^as que adquirem a infec^ao pelo HIV por trans- 
fusoes sanguineas, tendem a apresentar melhor prognostico 
do que crian^as que a contraem por via vertical (Frederick 
et al, 1994). Assim, a similaridade genetica mae-filho pode 
desempenhar papel importante para a explica^ao das diferen- 
9 as observadas na historia natural da infec^ao pelo HIV entre 
crian^as e adultos (Tiemessen e Kuhn, 2006). 

No inicio da vida o sistema imune de crian^as e imaturo, 
pois a resposta imune espedfica ou adaptativa, mediada por 
celulas T e B, e pequena ou quase inexistente, dependendo da 
expo si^ao previa a antigenos. Essa capacidade desenvolve-se 
com o aumento da exposi^ao a diferentes estimulos antige- 
nicos. O sistema imune inato, em contraposi^ao, e designado 
para constituir uma resposta imediata apos a exposi^ao a 
microrganismos, promovida por celulas dendriticas, celulas 


natural killer, celulas fagociticas (neutrofilos, monocitos e 
macrofagos), mastocitos e proteinas humorais tais como com- 
plemento, citocinas, quimiocinas e proteinas antimicrobianas. 
Em decorrencia da altera^ao do ambiente imune no inicio da 
vida, tipos celulares ligados a imunidade inata e adquirida 
emergem como importantes fatores na patogenese da infec^ao 
pelo HIV em pediatria (Tiemessen e Kuhn, 2006). 

Azzoni ef al. (2005) demonstraram que a porcentagem e 
fun^ao de celulas NK e plasmacitoides (principal popula^ao 
celular produtora de IFNa) e celulas dendriticas mieloides 
encontravam-se deterioradas em crian<^as infectadas pelo HIV, 
independentemente da carga viral, em particular naquelas 
com historia clinica de porcentagens decrescentes de celulas T 
CD4+. Os seus resultados indicaram que podem existir dife- 
ren^as entre adultos e crian^as na reconstitui^ao imune inata, 
seguida a terapia antirretroviral altamente potente (HAART). 

Outras celulas que emergem, de maneira critica, na liga^ao 
entre a imunidade adaptativa e inata sao as celulas T natural 
killer, que expressam receptores especificos para antigenos 
glicolipidicos e compartilham similaridades fenotipicas e 
funcionais com celulas T e celulas NK. Essas celulas tern sido 
encontradas como alvo para a infec^ao produtiva pelo HIV e 
sao seletivamente depletadas durante o curso da infec^ao, em 
adultos e crian 9 as (van der Vliet et ai, 2002). 

Estudos sobre a imunidade espedfica ao HIV tern demons- 
trado que apenas a fra 9 ao de celulas T CD 8 especificas ao HIV 
tern a capacidade de produzir citocinas e quimiocinas impor¬ 
tantes em suas fm^des antivirais (Scott-Algara et al, 2005). 

As celulas T CD4 desempenham importante papel auxi- 
liando tanto na resposta de anticorpos como na resposta de 
linfocitos T citotoxicos. A manuten 9 ao da integridade dessas 
celulas e crucial para o controle da progressao da doen 9 a cau- 
sada pelo HIV. Chakraborty et al (2005) ress altar am que res- 
postas de celulas T CD4+ especificas ao HIV sao prontamente 
detectadas em crian 9 as nao progressoras que sobrevivem por 
periodos prolongados. 

► Epidemiologia 

■ Meiosde transmissao 

Os principals meios de aquisi 9 ao da infec 9 ao pelo HIV sao 
a transmissao sexual, incluindo a via heterossexual e contato 
homossexual; a transmissao parenteral, predominante entre 
usuarios de drogas ilicitas injetaveis, e a transmissao perinatal. 

Embora a descri 9 ao inicial da doen 9 a tenha sido feita em 
homens homossexuais, a transmissao heterossexual responde 
por mais de 80% das infec 9 oes e mais de 50% das pessoas 
infectadas pelo HIV, em todo o mundo, sao mulheres. 

A elevada taxa de infec 9 ao em mulheres resultou em 
grande numero de crian 9 as infectadas, pois a contamina 9 ao 
pelo HIV pode ocorrer in utero, durante o nascimento ou por 
aleitamento materno. A transmissao mae-filho responde por 
90% dos casos de infec 9 ao em crian 9 as em todo o mundo. Na 
Africa Subsaariana, a soroprevalencia para HIV em mulheres 
gravidas e extremamente elevada, com valores estimados entre 
20 e 40%. Mais de 95% das crian 9 as sao infectadas por trans¬ 
missao perinatal. Outros meios de transmissao viral, como 
transfusao de sangue e derivados, transmissao sexual e abuso 
de drogas ilicitas, sao bem menos prevalentes. 

Em regioes com poucos recursos, a preven 9 ao da transmis¬ 
sao pelo aleitamento materno continua sendo o principal foco 
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na pesquisa da transmissao mae-filho. Esfor^os para reduzi-la 
incluem a terapia antirretroviral materna e a profilaxia neo¬ 
natal durante o periodo de aleitamento ou modifica^oes nas 
praticas de aleitamento. Por outro lado, em paises mais desen- 
volvidos, o advento de uma terapia antirretroviral altamente 
potente resuitou em redu^ao bastante significativa nas taxas 
de transmissao mae-filho, atingindo nfveis equivalentes a 1 
a 2%. Alem disso, nesses paises, o aleitamento materno por 
maes reconhecidamente infectadas e fortemente desencora- 
jado (Niehues e Lyall, 2007). 

Foram estabelecidos dois padroes evidentes de epidemia 
para a infec^ao pelo HIV-1 em pacientes pediatricos. Um deles 
ocorre em paises mais desenvolvidos ou nos quais tenham sido 
adotadas politicas diferenciadas de preven^ao e tratamento, 
e caracteriza-se por baixas taxas de infec^ao, sobrevida pro- 
longada, complicates decorrentes da terapia antirretroviral 
cronica, aderencia a medica^ao e resistencia antirretroviral. 
O oposto a esse padrao e observado em paises em desenvol- 
vimento, onde a ausencia do diagnostico precoce, o acesso 
tardio aos cuidados medicos e a ausencia de op^oes de trata¬ 
mento resultam em elevada e precoce mortalidade (Mofenson, 
2008). 

Na infec<;ao pelo HIV adquirida por via parenteral, o uso 
de drogas ilicitas injetaveis responde pelo aumento da epide¬ 
mia na Europa Central e Ocidental, em alguns paises da Asia 
e Oriente Medio e em na^oes industrializadas, estimando-se 
em 15,9 milhoes o numero de pessoas infectadas, usuarias de 
drogas ilicitas injetaveis, em todo o mundo (Arasteh e Jarlais, 
2008; Mathers et al., 2008) 

- Dados estatisticos 

Ate o final de dezembro de 2010 foram estimados 
33 milhoes de pessoas infectadas pelo HIV/AIDS em todo o 
mundo, e o numero de mortes, desde o inicio da epidemia, 
em 35 milhoes. Na popula^ao pediatrica, foram estimados 
2,5 milhoes de crian^as infectadas com menos de 15 anos de 
idade, e 25 milhoes de orfaos (UNAIDS, 2010). 

Dos 33 milhoes de pessoas infectadas, 22,5 vivem na Africa 
Subsaariana, com metade deste valor registrado em mulhe- 
res. Observou-se, nessa regiao, que a taxa de prevalencia em 
adultos apresenta-se estabilizada em 5%, atribuindo-se a esta- 
biliza^ao a redu^ao da incidencia e ao aumento no numero de 
individuos infectados com acesso ao tratamento. 

Na Asia, foram estimados 4,9 milhoes de pessoas infecta¬ 
das pelo HIV, com metade delas registradas na India (Centers 
for Disease Control and Prevention, 2006). Aproximadamente 
85% dos casos de transmissao do HIV, na India, sao atribuidos 
ao contato sexual. Na China, dados governamentais estimam 
em 1 milhao o numero de pessoas infectadas pelo HIV, que 
equivale, na popula^ao em geral, a prevalencia de 0,05% (Gill 
e Okie, 2007). Dentre os novos casos de infec^ao, 49% foram 
atribuidos ao uso de drogas ilicitas e aproximadamente 50% a 
transmissao sexual. 

Nas Americas, com 3 milhoes de adultos e 58 mil crian- 
<^as infectados, o Caribe ocupa posi^ao de destaque, apre- 
sentando a segunda maior taxa de soroprevalencia m un¬ 
dial (Centers for Disease Control and Prevention, 2006). 
Nos EUA, em 2009, foi estimado o total de 1,2 milhao de 
pessoas infectadas. Observou-se que os homens foram res- 
ponsaveis por cerca de tres quartos do numero de infec- 
$6es entre adolescentes e adultos. Entre as mulheres, a 
categoria predominante de transmissao do HIV foi o con¬ 
tato heterossexual de alto risco, implicado em 80% dos 


casos de novas infec^oes (Centers for Disease Control and 
Prevention, 2009). 

Na America Latina e Caribe, foi estimado o total de 
1,6 milhao de pessoas vivendo com HIV/AIDS, das quais 
57 mil eram criamjas abaixo de 15 anos de idade. O Brasil 
responde pela maioria do numero de casos totals, tanto 
em adultos quanto na popula^ao pediatrica. Desde o ini- 
cio da epidemia, em 1980, o Brasil registrou, ate junho de 
2011, 608.230 casos da doen^a, com taxa de incidencia de 
17,9 casos por 100 mil habitantes, estando o maior numero 
de casos acumulados concentrado na Regiao Sudeste, com 
indices de 56%. Em nosso pais, embora haja mais casos da 
doen^a em homens do que em mulheres, foi constatado, gra- 
dualmente, um aumento proporcional de numero de casos 
em mulheres, tendo sido registrado, em 2010, 1,7 caso em 
homens para cada 1 em mulheres. A faixa etaria de maior 
incidencia e a de 25 a 49 anos, com a via sexual como forma 
de transmissao mais frequente. Na popula^ao pediatrica com 
menos de 5 anos de idade, observou-se expressiva redu^ao 
do numero de casos de AIDS: em 2000, foram registrados 
863 casos e, em 2010, 482 casos; a diferen^a equivale a um 
decrescimo de 55%. O resultado e decorrente da implanta- 
$:ao de medidas governamentais para redu^ao da transmissao 
vertical do HIV. 

- Distribute geografica dos subtiposdo HIV-1 

Estudos em epidemiologia molecular tern demons- 
trado que, com exce^ao da Africa Subsaariana, onde quase 
todos os subtipos virais, formas recombinantes circulantes 
(CRF) e varias formas recombinantes unicas (URF) tern 
sido detectados, existe um padrao especffico para a distri¬ 
bute geografica dos subtipos de HIV-1 (Hemelaar et al., 
2006). 

Esse padrao de distribute parece ocorrer tanto em conse- 
quencia da migra^o viral acidental quanto da via de trans¬ 
missao prevalente na regiao, resultando na predominance de 
determinado subtipo naquela popula^ao. 

Em uma escala global, as formas geneticas mais preva- 
lentes de HIV-1 sao os subtipos A, B e C, com o subtipo 
C respondendo por quase 50% das infec^oes em todo o 
mundo. 

O subtipo A e predominante em areas da Africa central e 
oriental (Quenia, Uganda, Tanzania e Ruanda) e nos paises da 
Europa Oriental que constituiam a Uniao Sovietica. 

O subtipo Bea principal forma genetica na Europa Central 
e Ocidental, nas Americas e Australia e e tambem comum em 
varios paises do Sudeste Asiatico, norte da Africa e Oriente 
Medio e entre homossexuais masculinos da Africa do Sul e 
da Russia. 

O subtipo C predomina nos paises que apresentam indi¬ 
ces superiores a 80% de todas as infec^oes globais pelo HIV-1, 
como Africa do Sul e India. 

A relevancia das CRF na pandemia da infec^ao pelo HIV-1 
esta bem estabelecida, correspondendo a 18% das infec^oes. 
Essas formas representam as cepas virais predominantes no 
Sudeste Asiatico (CRF01-AE) e no oeste e centro-oeste da 
Africa (CRF02-AG) (Osmanov et al, 2002). 

No Brasil, a maioria de isolados de HIV-1 agrupa-se nos 
subtipos B e F (Morgado et al ., 1994). Entretanto, cepas adi- 
cionais, tais como os subtipos A, C e D (Caride et al ., 2001; 
Morgado et al, 1998; Soares et al ., 2005) e formas recombi¬ 
nantes B/F e CRF_02AG (De Sa Filho et al., 2006), tambem 
tern sido relatadas. 
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► Farmacos antirretrovirais 

Desde 1987, quando a zidovudina foi aprovada pela 
Food and Drug Administration (FDA) como o primeiro 
antirretroviral a ser utilizado no tratamento de pacientes 
soropositivos para HIV, 28 compostos encontram-se, atu- 
almente, licenciados e aprovados, divididos em diferentes 
categorias: 

■ Inibidores de RT analogos de nucleosidio (NRTI): abacavir 
(ABC); abacavir/lamivudina/zidovudina (Trizivir®); aba- 
cavir/lamivudina (Epzicom®); didanosina (ddl); emtrici- 
tabina (FTC); emtricitabina/tenofovir disoproxil fumarato 
(Truvada®); lamivudina (3TC); lamivudina/zidovudina 
(Combivir®); estavudina (d4T); zidovudina (AZT, ZDV) 

■ Inibidor de RT analogo de nucleotidio (NtRTI): tenofovir 
disoproxil fumarato (TDF) 

■ Inibidores de RT nao analogos de nucleosidio (NNRTI): nevi- 
rapina (NVP); delavirdina (DLV); efavirenz (EFV); etravi- 
rina (TMC125, ETR) 

■ Inibidores de protease (IP): amprenavir (APV); atazanavir 
(ATV); darunavir (DRV; TMC 114); fosamprenavir (FPV); 
indinavir (IDV); lopinavir/ritonavir (Kaletra®); nelfinavir 
(NFV); ritonavir (RTV); saquinavir mesilato (SQV); tipra- 
navir (TPV) 

■ Inibidor de fusao (FI): enfuvirtida (Fuzeon®; T-20; ENF) 

■ Inibidor de correceptor (CRI): maraviroque (Selzentry®) 

■ Inibidor de integrase (INI): raltegravir (MK-0518). 

Outros compostos que aguardam aprova^ao para o trata¬ 
mento incluem: rilpivirina (NNRTI), vicriviroc (CRI) e elvite- 
gravir (GS9137) (INI). 

Em 2008 foi aprovado o composto Atripla®, que consiste 
na combina^ao tripla de farmacos antirretrovirais, formulada 
como pilula unica a ser ingerida 1 vez/dia. O Atripla® contem 
os farmacos tenofovir disoproxil fumarato (NtRTI), emtricita- 
bina (NRTI) e efavirenz (NNRTI) e age tambem contra o virus 
da hepatite B, devido a similaridade enzimatica entre a trans¬ 
criptase reversa de ambos os virus, HIV e HBV (De Clercq e 
Field, 2008). 

No Brasil, a produ^ao de antirretrovirais iniciou-se em 1993 
e, atualmente, nove compostos sao produzidos: zidovudina, 
didanosina, associaqao zidovudina e lamivudina, lamivudina, 
estavudina, indinavir, nevirapina, ritonavir e efavirenz. Em 
2010, o Ministerio da Saude anunciou o inlcio da produ^ao 
de tenofovir. 

As classes de farmacos mais frequentemente indicadas 
para o tratamento da infec 9 ao pelo HIV-1 em humanos sao 
os inibidores de transcriptase reversa analogos de nucleosi¬ 
dio e nucleotidio (NRTI e NtRTI), inibidores de transcriptase 
reversa nao analogos de nucleosidio (NNRTI) e inibidores de 
protease (IP). 

Os inibidores de integrase, recentemente introduzidos na 
terapia antiviral, atuam diretamente sobre esta enzima, res- 
ponsavel pela integraqao do DNA viral ao genoma da celula 
hospedeira. Existem, atualmente, varios inibidores de inte¬ 
grase sob availa^ao em ensaios cllnicos, e o raltegravir tor- 
nou-se o primeiro composto a receber aprova^ao para uso no 
tratamento antirretroviral, tendo sido licenciado pela FDA, 
dos EUA, em outubro de 2007. 

Alem dos farmacos citados, que atuam no processo de 
replicaqao viral, t£m sido descritos farmacos que previnem 
a penetra^ao do virus na celula, atuando como inibidores de 
fusao e inibidores de correceptor. 


O enfuvirtida (Fuzeon®, T-20), peptldio que corresponde 
aos aminoacidos 638 a 673 da gp41 (domlnio HR2 C-terminal) 
do HIV-1 (Kilby et al, 1998), foi aprovado pela FDA como o 
primeiro inibidor de fusao vlrus-celula para uso na terapia 
antirretroviral combinada, no tratamento de adultos e crianqas 
a partir dos 6 anos de idade, em estagio avan^ado da doenqa 
(Lalezari etal, 2003). Esse farmaco se liga, competitivamente, 
ao domlnio HR1 promovendo o bloqueio entre ambos os 
domlnios e a inib^ao da alteraqao conformacional em gp41, 
necessaria a fusao vlrion-celula hospedeira. 

Os inibidores de correceptor previnem a penetra^ao do 
HIV nas celulas-alvo. Os antagonistas do correceptor CCR5 
atuam por meio da ligaqao especlfica a essa molecula, impe- 
dindo a sua intera^ao £ subunidade viral gpl20. Assim, as 
alteraqoes conformacionais que levam a inser^ao ao peptl¬ 
dio de fusao gp41 sao prevenidas, bloqueando a penetra^ao 
viral. 

- Inibidores da transcriptase reversa 

Os primeiros farmacos de uso cllnico, desenvolvidos para 
o tratamento da doen^a associada ao HIV-1, foram os NRTI 
(Furman et al, 1986), que requerem fosforila^ao a forma tri- 
fosfato para inibir a enzima viral. 

O mecanismo de a^ao de todos os compostos analogos de 
nucleosidio e semelhante ao da zidovudina (AZT) e consiste 
na atua^ao de formas trifosfato como inibidores ativos da RT 
HIV-1, desempenhando a fun^ao de finalizadores de cadeia 
do processo de transcri^ao reversa e, assim, inibindo a slntese 
do cDNA viral (Schinazi, 1993). 

A didanosina (ddl) e um pre-produto da didesoxiadeno- 
sina (ddA) e evita a toxicidade observada para ddA adminis- 
trada oralmente. Na celula, ddl e convertida a ddA e o inibi¬ 
dor ativo da RT HIV e, de fato, a didesoxiadenosina trifosfato 
(ddA-TP). 

Os compostos ddA, didesoxicitidina (ddC), didesidro- 
desoxitimidina (d4T) e tiacitidina (3TC) sao fosforilados por 
enzimas quinase celulares a trifosfato e competem com dATP, 
dCTP, dTTP e dCTP, respectivamente, pela liga^ao a RT HIV. 
O abacavir e um analogo de guanosina e compete com dGTP 
pela incorpora^ao (Hanna e Hirsch, 2000). 

Os NNRTI nao requerem o processo de ativa^ao metabo- 
lica e nao competem com o substrata natural para a liga^ao a 
RT HIV-1, mas sao capazes de inativar diretamente a enzima 
por alosteria, ligando-se ao sltio hidrofobico na subunidade 
p66 de RT, proximo ao sltio enzimatico catalitico (DeClercq, 
1997). 

Esse sltio especlfico em RT e funcionalmente relacionado 
com o sltio de liga^ao do substrata natural (dNTP), e a liga- 
9 ao dos NNRTI pode, indiretamente, afetar a conforma^ao de 
reslduos aspartato (Asp-185, Asp-186 e Asp-110), proximos ao 
sltio ativo da polimerase (Kroeger et al, 1995), levando a um 
reposicionamento desses reslduos. Assim, os NNRTI podem 
inibir a RT HIV por bloqueio do sltio ativo em uma confor- 
macao inativa, remanescente da conforma^ao da subunidade 
p51 da RT HIV (Tantillo et al ., 1994). 

Os NNRTI nao apresentam os riscos de efeitos colaterais 
toxicos, decorrentes da interferencia com o metabolismo dos 
nucleotldios e biosslntese de acidos nucleicos, que estao asso- 
ciados aos NRTI, tais como anemia e neutropenia, e podem 
atuar logo no inlcio da replicaqao viral, inativando a RT dentro 
do proprio virion (Zhang et al, 1996). 

Mais de 25 subclasses diferentes desses compostos tern 
sido descritas e mostram grande variedade de estruturas 
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quimicas. A hidroxietoximetil fenotiotimina (HEPT) foi 
o primeiro composto NNRTI a ser identificado como ini- 
bidor especifico de HIV-1 (Baba et al, 1989), e o MKC- 
442 e o seu derivado clinicamente ativo (Baba et al, 1994). 
Entretanto, a nevirapina (NVP) foi o primeiro NNRTI 
aprovado para uso clinico, apos ensaios clinicos multic£n- 
tricos demonstrarem o beneficio de sua adi^ao aos regimes 
com AZT e ddl (DAquila et al, 1996), o que melhorou os 
parametros virologicos e imunologicos da doen^a causada 
pelo HIV. 

Outros NNRTI aprovados para uso clinico sao delavirdina 
(bis-heteroarilpiperazina, BHAP, DLV), efavirenz (DMP- 
266, EFV) e etravirina (TMC125, ETR). Entretanto, a rapida 
emergencia de resistencia a DLV e EFV (Saag et al ., 1993) 
e o elevado nivel de resistencia a ETR, observado em estu- 
dos in vitro (Brillant et al ., 2004), limitaram o seu uso como 
monoterapia: cada composto deve ser usado em conjunto 
com outros farmacos antirretrovirais para que haja beneficio 
substancial. 

- inibidoresde protease 

Os IP sao analogos sinteticos e assemelham-se aos aminoa- 
cidos, que sao reconhecidos e especificamente clivados pela 
enzima. A forte liga^ao desses compostos ao substrata enzi¬ 
matico inibe a atividade da protease, impedindo a matura^ao 
de particulas virais infecciosas. 

Todos os IP atuam no centra ativo enzimatico, que pode 
acomodar sete aminoacidos, responsaveis pela defini^ao da 
sequencia de reconhecimento requerida pela protease do 
HIV-1 para proceder a clivagem no ciclo de replica^ao viral. 
Essa regiao de liga^ao consiste em sub-regioes menores, desig- 
nadas SI, S2 e S3, e cada inibidor da protease liga-se, preferen- 
cialmente, a uma ou mais dessas sub-regioes. 

A liga<^ao dos IP, interagindo com varios aminoacidos desta 
regiao especifica, e dependente do tamanho de sua molecula. 
As muta^oes selecionadas pelos antirretrovirais afetam, dire- 
tamente, o sitio catalitico enzimatico, causando resistencia aos 
inibidores pelo decrescimo da capacidade de liga^ao desses 
quimioterapicos. O indinavir e o maior deles e interage com 
o maior numero de aminoacidos no dimero protease. O com¬ 
posto que apresenta a menor estrutura molecular conhecida e 
o amprenavir (Flexner, 1998). 

O primeiro IP aprovado para uso humano foi o saquinavir, 
em 1995, e, em 1996, foram aprovados ritonavir e indinavir. 

Todos os IP inibem as enzimas citocromo P450, que meta- 
bolizam esses farmacos, sendo o ritonavir o inibidor enzima¬ 
tico mais potente (Denissen et al, 1997). Quando o ritonavir 
e administrado com outros inibidores de protease, um consi- 
deravel aumento farmacocinetico e observado, o que eleva sig- 
nificativamente o nivel plasmatico de outros IP (Kempf et al., 
1997). 

■ Terapia antirretroviral altamente potente 

O HIV foi descoberto em 1982, mas as estrategias para a 
intervenqao farmacologica foram introduzidas somente 5 anos 
depois, com a aprova^ao, pela Food and Drug Administration, 
dos EUA, do AZT para o tratamento da smdrome da 
imunodeficiencia adquirida (AIDS). 

Os regimes terapeuticos iniciais perduraram como mono¬ 
terapia com AZT ate 1991, com a libera^ao da didanosina para 
o tratamento. A seguir, novos farmacos inibidores da enzima 
transcriptase reversa viral foram aprovados e o esquema tera- 


peutico passou a consistir na associa^ao de dois compostos. 
Entretanto, esses esquemas resultavam, frequentemente, em 
falha no tratamento. 

Em 1995, com a aprova^ao do primeiro composto inibidor 
da protease viral, saquinavir, deu-se inicio a terapia antirretro¬ 
viral altamente potente (HAART), que consiste na adminis- 
traqao de, no minimo, tres agentes antirretrovirais, sendo dois 
inibidores da TR e um inibidor de protease. 

A partir dessa modifica^ao, consideravel melhoria foi cons- 
tatada no estado de saude de pacientes submetidos a terapia 
antirretroviral, caracterizada por niveis indetectaveis da carga 
viral que perduravam por periodos prolongados de tempo 
(Gulick et al, 1997), eleva^ao nos niveis de celulas T CD4+ 
revelando melhor estado imunocompetente e melhor expec- 
tativa de sobrevida e qualidade de vida dos pacientes (Palella 
et al, 1998). 

Entretanto, a administra^ao inicial da terapia antirretro¬ 
viral altamente potente geralmente incluia farmacos com 
esquemas de do sagem complexos, requerimentos de restri^ao 
alimentar, efeitos adversos relacionados com o tratamento e a 
necessidade da ingestao diaria de 16 a 20 comprimidos. Essas 
barreiras resultavam, frequentemente, em fraca adesao dos 
pacientes ao tratamento, com subsequente falencia terapeutica 
e o desenvolvimento de linhagens virais resistentes aos com¬ 
postos inibidores da RT e protease. 

Normas atuais e informaqoes contidas em manuais espe- 
cificos sugerem o inicio da terapia em pacientes que apre- 
sentem sinais e sintomas clinicos definindo a smdrome da 
imunodeficiencia adquirida, independentemente da conta- 
gem de celulas T CD4+ ou da carga viral, ou, em pacientes 
assintomaticos, com contagem de celulas T CD4+ equivalente 
a 350 cHulas/mm 3 ou abaixo deste valor. 

Em pacientes que apresentem contagens superio- 
res a 350 celulas/mm 3 e valores de carga viral acima de 
100.000 copias/mf, a decisao de inicio da terapia fica a cri- 
terio do medico responsavel pelo atendimento ao paciente. 
Alguns preferem retardar o tratamento e outros conside- 
ram o seu inicio imediato. O tratamento devera ser poster- 
gado em pacientes que apresentem contagens de celulas T 
CD4+ acima de 350 celulas/mm 3 e cargas virais abaixo de 
100.000 copias/mf. 

Quando ha indica^ao para o inicio da terapia, a seleqao dos 
farmacos apropriados baseia-se em diferentes fatores, como 
gravidez, presen^a de comorbidades (doen^a hepatica, depres- 
sao, doen^as cardiovasculares), potencial de aderencia (regi¬ 
mes de dosagem, quantidade de comprimidos, frequencia das 
doses), restri^oes alimentares (dosagens em rela^ao as refei- 
^oes), efeitos adversos dos farmacos e potencial de intera^ao 
dos antirretrovirais incluidos no tratamento. 

Nos ultimos 10 anos, novos agentes antivirais foram intro- 
duzidos no esquema terapeutico, visando propiciar melho- 
rias na aderencia dos pacientes submetidos ao tratamento, 
tais como dosagens mais convenientes, com menor numero 
de comprimidos a serem ingeridos; altera^oes na formulai^ao 
e farmacocinetica, resultando em redu^ao na frequencia das 
dosagens ou na quantidade de pilulas; e dosagens coformu- 
ladas, contendo dois ou mais farmacos em um unico compri- 
mido. 

Outros aperfei^oamentos incluiram o aumento da poten- 
cia de novos agentes, farmacos eficazes contra linhagens virais 
altamente resistentes, melhorias no perfil de efeitos adversos 
(diminui^ao de efeitos gastrintestinais, melhoria do perfil 
lipidico) e o refor 9 o dos inibidores de protease com ritonavir, 
potente inibidor da a^ao do citocromo p450. 
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- Mutates e resistencia aos antirretrovirais 

Mutaqoes relacionadas com a resistencia aos antirretrovi¬ 
rais tem sido relatadas para todos os compostos usados no tra- 
tamento de pacientes infectados e, mesmo antes da adminis- 
traqao da terapia antiviral, linhagens resistentes podem estar 
presentes em nfveis reduzidos. 

Durante a terapia, a manutenqao da supressao viral depende 
do nivel preexistente de linhagens resistentes, da taxa de repli- 
caqao viral e da frequencia de mutaqoes necessarias ao desen- 
volvimento de resistencia. 

A resistencia primaria aos farmacos ou resistencia trans- 
mitida e definida como a resistencia observada em individuos 
previamente nao tratados. Uma vez que a resistencia aleatoria 
aos farmacos ocorre sem exposiqao aos medicamentos, este 
tipo de resistencia implica a transmissao de virus mutantes 
resistentes, tanto diretamente como por meio de um ou mais 
intermediaries, a partir de individuos com resistencia adqui- 
rida. 

Individuos nao tratados previamente incluem pessoas 
sem tratamento com evidencias laboratoriais para a infecqao 
recente (geralmente no periodo precedente de 6 a 18 meses), 
os recentemente diagnosticados com infecqao de duraqao 
incerta e aqueles previamente diagnosticados com infecqao de 
duraqao incerta. 

A infecqao primaria pelo HIV-1 deve ser distinguida da 
resistencia primaria aos farmacos. Na infecqao, o termo ‘pri¬ 
maria” e usado para descrever pessoas que tenham sido recen¬ 
temente infectadas e, na resistencia, refere-se a individuos com 
resistencia viral transmitida. 

A resistencia secundaria aos farmacos ou resistencia adqui- 
rida e definida como a forma de resistencia desenvolvida em 
pessoas que tenham sido submetidas a terapia antirretrovi¬ 
ral. A resistencia adquirida resulta do surgimento da varia- 
qao genetica da populaqao de virus no individuo infectado, 
seguida pela seleqao das variantes resistentes aos farmacos 
durante a terapia. 

Padroes de resistencia viral 

Padroes de mutaqao no gene pol do HIV-1 tem sido rela- 
tados para os compostos NRTI, NNRTI e IP usados no trata¬ 
mento de pacientes infectados, na vigencia da terapia antir- 
retroviral prolongada (Brenner et al, 2002) ou em pacientes 
que nao apresentam tratamento previo (Najera et al, 1995; 
Simonetti et al, 2003). 

O nivel de resistencia aos inibidores de RT analogos de 
nucleosidio e proporcional ao numero de mutaqoes ocorridas 
na regiao que codificam para a enzima do HIV-1 (Richman 
et al, 1991) e, em geral, os efeitos clinicos decorrentes de mui- 
tas dessas mutaqoes se sobrepoem. Para os nao analogos, uma 
unica mutaqao e suficiente para conferir resistencia aos com¬ 
postos atualmente utilizados no tratamento antiviral. 

As mutaqoes primarias sao, geralmente, selecionadas no 
inicio do processo de acumulo de mutaqoes que conferem 
resistencia aos antirretrovirais; sao relativamente especificas 
aos inibidores e podem atuar na suscetibilidade viral ao far- 
maco. 

As mutaqoes secundarias acumulam-se em genomas virais 
que ja apresentem uma ou mais mutaqoes primarias. Algumas 
mutaqoes secundarias podem apresentar pouco ou nao apre- 
sentar, individualmente, efeito consideravel sobre a resisten¬ 
cia viral; entretanto, a seleqao pode ocorrer mais pelo fato de 
poderem estimular a capacidade de replicaqao viral do que 
pelo decrescimo de ligaqao do farmaco as enzimas-alvo. 


Mutates de resistencia aos NRTI 

Em 2007, Shafer et al. propuseram consideraqoes para 
o desenvolvimento de uma lista de mutaqoes de resistencia 
viral para estimativas epidemiologicas, incluindo mutaqoes 
que causem ou contribuam para a resistencia, que sejam 
desenvolvidas em individuos em tratamento e aplicaveis a 
todos os subtipos virais do grupo M. Essas muta^oes foram 
agrupadas em: 

■ Mutaqoes aos analogos de timidina (TAM): tambem deno- 
minadas muta^oes de excisao de nucleotidio, promovem 
o desbloqueio de cadeias de DNA viral interrompidas por 
a<^ao dos NRTI, por meio de fosforolise via ATP 

■ Mutaqoes aos nao analogos de timidina: referem-se a regi¬ 
mes terapeuticos que incluem abacavir, didanosina ou 
tenofovir 

■ Mutaqoes de resistencia a multiplos NRTI: ocorrem nos 
codons 62, 75, 77 e 116, associadas as mutaqoes no codon 
151, e conferem elevados niveis de resistencia a abacavir, 
didanosina, estavudina e zidovudina 

■ Mutaqoes acessorias: ocorrem com as TAM e estao associa¬ 
das a reduces na suscetibilidade a multiplos NRTI 

■ Mutaqoes de hipersuscetibilidade: varias mutaqoes estao 
associadas a suscetibilidade aumentada aos NRTI. 

Mutates de resistencia aos NNRTI 

As mutaqoes de resistencia aos NNRTI sao encontradas 
proximo ao sitio hidrofobico da subunidade p66 de RT e clas- 
sificam-se em: 

■ Mutaqoes de resistencia aos NNRTI: conferem diferentes 
niveis de resistencia a nevirapina, delavirdina e efavirenz, 
com exceqao das mutaqoes P225H, com resistencia somente 
a efavirenz e P236L, com resistencia somente a delavirdina 

■ Mutaqoes adicionais: incluem varias mutaqoes incomuns, 
associadas a terapia com NNRTI e a suscetibilidade redu- 
zida a esses compostos 

■ Mutaqoes polimorficas: apresentam pouco efeito sobre a 
resistencia aos antirretrovirais. A exceqao a este grupo e 
a substituiqao polimorfica K103R, que ocorre em cerca de 
1 a 2% de individuos nao tratados, reduzindo a suscetibi¬ 
lidade, em 15 vezes, a nevirapina, delavirdina e efavirenz, 
quando associada a mutaqao V179D 

■ Mutaqoes em posiqdes adicionais: selecionadas por etravi- 
rina, causam reduqao da suscetibilidade a este farmaco ou a 
cada um dos NNRTI. 

Mutates de resistencia aos IP 

Essas mutaqoes afetam, diretamente, o sitio catalitico enzi- 
matico (posiqdes 25 a 27), causando resistencia pelo decres¬ 
cimo da capacidade de ligaqao desses quimioterapicos e classi- 
ficam-se em quatro categorias: 

■ Mutaqoes de resistencia aos IP 

■ Mutaqoes adicionais 

■ Mutaqoes acessorias polimorficas e nao polimorficas, 
nas quais os polimorfismos sao definidos como muta- 
qoes naturais que ocorrem, frequentemente, em virus nao 
expostos a pressao seletiva dos farmacos e as mutaqoes 
nao polimorficas sao aquelas que nao ocorrem na ausen- 
cia de terapia 

■ Mutaqoes de hipersuscetibilidade, que podem aumentar 
a suscetibilidade a todos os IP, a um grupo de compostos 
(p. ex., atazanavir, saquinavir e tipranavir) ou a compostos 
individuais (p. ex., tipranavir, fosamprenavir). 
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Mutates de resistencia aos inibidores de fusao 

Mutagoes no gene env do HIV-1, que codifica para a 
glicoproteina 41 (gp41), dominio HR-2, foram relatadas em 
oito posigoes conferindo resistencia ao enfuvirtide. Mutagoes 
acessorias, associadas a outras mutagoes especificas nas posi¬ 
goes 36 a 45, contribuem para uma capacidade melhor de 
replicagao viral. 

Mutates de resistencia aos inibidores de integrase 

Mutagoes de resistencia aos inibidores de integrase (INI), 
selecionadas em individuos em tratamento com raltegravir ou 
elvitegravir, tern sido caracterizadas para a suscetibilidade in 
vitro. 

► Diagnostico laboratorial 

- Infeegao peto HIV e marcadores virais 

Na infeegao inicial pelo HIV observa-se importante 
aumento da carga viral e de antigeno p24, posteriormente ini- 
bido pela ativagao da resposta imune (Figura 7.3). Periodos 
de incubagao, que variam de alguns dias a 3 meses, tern sido 
descritos, e a soroconversao ocorre entre 1 e 10 semanas apos 
o inicio da doenga (Cooper et al, 1987). Anticorpos contra o 
HIV-1 podem ser detectados por teste de imunofluorescen- 
cia em periodos de 2 a 8 dias apos o inicio da infeegao (Clark 
et al, 1991). Testes de radioimunoprecipitagao e Western blot 
podem ser reativos em periodos de 2 semanas de doenga cli- 
nica, enquanto testes imunoenzimaticos tornam-se reativos 
posteriormente (Gaines et al, 1987), em periodos medios de 
31 a 58 dias. A seguir, e estabelecida uma condigao de equi- 
librio entre virus e hospedeiro, variavel de pessoa a pessoa e 
que pode ser preditiva de um curso clinico de longa duragao. 
Em adultos, periodos medios anteriores ao desenvolvimento 
da AIDS t£m sido estimados em 10 anos, na ausencia de tera- 
pia (Rutherford et al. , 1990). Nessa fase, individuos infectados 
geralmente apresentam baixos e persistentes niveis de viremia 
e deplegao gradual de linfocitos T CD4+ que, na ausencia de 
tratamento, pode levar a uma grave imunodeficiencia e ao 
aparecimento de infecgoes oportunistas, neoplasias e morte. 
No estagio final da doenga, sao observados novamente niveis 
elevados da carga viral e antigeno p24. 



-RNA-HIV (copias/m^) Celulas T CD4+-Ac 

-cDNA-HIV em PBMC -Ag p24 

Figura 7.3 Marcadores biologicos e imunologicos do HIV-1, associados 
a infeegao e doenga. 


Testes quantitative s de biologia molecular melhoraram sen- 
sivelmente o monitoramento da doenga, avaliando nao so o 
prognostico como tambem a resposta a terapia antirretroviral. 
Tecnicas de amplificagao genomica ou de sinais, empregando 
as tecnologias reversed transcriptase-polymerase chain reaction 
(rT-PCR), nucleic acid sequence-based amplification (NASBA) 
e branched-DNA (b-DNA) permitem avaliagoes quantitativas 
do RNA viral no plasma, mesmo no inicio da infeegao (Piatec 
etal, 1993). 

A determinagao qualitativa do cDNA viral e recomen- 
dada, principalmente, para o diagnostico da infeegao pelo 
HIV em criangas nascidas de maes soropositivas, com idade 
ate 15 meses, nas quais a permanencia de anticorpos maternos 
pode determinar resultados falso-positivos, e tambem em casos 
de infeegao recente, com periodos inferiores a 2 ou 3 meses, nos 
quais nao tenha havido, ainda, a soroconversao e em casos de 
individuos com resultados de testes sorologicos duvidosos ou 
indeterminados, observados em pacientes com hepatite alcoo- 
lica, anormalidades imunologicas ou neoplasmas, mulheres 
multiparas e individuos politransfundidos, os quais tern desen- 
volvido anticorpos contra antigenos HLA classe II, presentes 
em linhagens de celulas com replicagao do HIV. 

Muitas metodologias foram desenvolvidas e aplicadas a 
utilizagao rotineira para o estudo de marcadores biologicos e 
imunologicos, associados a infeegao e doenga causadas pelo 
HIV (Figura 7.3). As tecnicas sao: determinagao sorologica 
de anticorpos circulantes; deteegao e quantificagao de antige¬ 
nos virais (Agp24); deteegao e quantificagao do genoma viral, 
cDNA ou RNA. 

- Testes imunologicos 

Os testes aplicados ao diagnostico da infeegao pelo HIV, 
pela pesquisa de anticorpos circulantes, podem apresen- 
tar diferentes abordagens metodologicas, como os metodos 
imunoenzimaticos (Enzyme Linked Immunosorbent Assay® 
[ELISA] e Enzyme Linked Fluorescent Assay® [ELFA]), o 
metodo quimioluminescente e outros tipos de testes, como 
a aglutinagao que emprega antigenos ligados a particulas de 
latex, gelatina ou hemacias, e de revelagao direta. 

Os imunoenzimaticos, mais comumente utilizados, empre- 
gam antigenos adsorvidos em fases solidas, que podem ser 
proteinas recombinantes obtidas por engenharia genetica, 
peptidios quimicamente sintetizados (geralmente gp41 e 
p24 para o HIV-1 e gp36 para o HIV-2) ou o proprio virus 
inativado (lisado viral). 

Esses metodos sao, preferencialmente, utilizados para ras- 
treamento em bancos de sangue e amostras sorologicas de 
individuos com sintomatologia sugestiva ou assintomaticos 
e com historia de situagao de risco. Os testes Iicenciados e 
comercializados atualmente apresentam elevada sensibilidade 
e especificidade, com indices de 98 a 99%, e a possibilidade de 
automagao permite a analise de um grande numero de amos¬ 
tras em pequeno intervalo de tempo. 

Um teste sorologico, reativo para anti-HIV em uma pri- 
meira amostra, devera ser repetido, com a mesma amostra, 
por metodologia de diferente procedencia. Se for reativo nova¬ 
mente, deve-se considerar o resultado positivo. Recomenda-se 
a repetigao da mesma rotina, em uma segunda coleta, como 
conduta para confirmar essa positividade em metodo imuno- 
enzimatico e em conjunto com outros testes de confirmagao. 
Os metodos de Western blot e imunofluorescencia em celulas 
fixadas sao amplamente utilizados como testes confirmatbrios, 
em fungao de sua especificidade. 
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O Western blot e urn metodo com elevada sensibilidade e 
especificidade que permite identificar anticorpos contra os 
diferentes constituintes do HIV- 1 . A metodologia do teste uti- 
liza antigenos do virus, obtido em cultura de linhagem celular 
ou sinteticamente obtidos, separados em distintas regioes, por 
eletroforese em gel de poliacrilamida, de acordo com seu peso 
molecular. A transferencia para uma membrana de nitroce- 
lulose permite a rea^ao entre os antigenos fixados na mem¬ 
brana e os anticorpos, presentes no soro ou plasma de indivi- 
duos infectados. Padroes de positividade podem ser definidos 
como: (1) reatividade para p24 ou p31 e (2) gp41 ou gpl20/ 
gp 160, com recomenda^oes de que pelo menos uma das duas, 
p24 ou gpl20/gpl60, seja identificada (Centers for Disease 
Control and Prevention, 1989). 

A ausencia de rea^oes especificas para os diferentes anti¬ 
genos do HIV confirma a rea^ao negativa, e padroes que nao 
atendam ao criterio de positividade estabelecido sao conside- 
rados indeterminados. Resultados indeterminados podem ser 
observados em individuos com soroconversao precoce ou em 
fase avan 9 ada da infec^ao pelo HIV- 1 , casos de infecqao pelo 
HIV -2 ou por reatividade cruzada com aloanticorpos (gravi- 
dez e individuos politransfundidos) ou autoanticorpos (neo¬ 
plasias e doen 9 as autoimunes). 

A detec<;ao do antigeno p24 do HIV- 1 , no sangue periferico, 
e clinicamente importante por seu valor para o diagnostico da 
infec^ao, previamente ao periodo de soroconversao. Apos a 
exposiqao ao HIV, o antigeno p24 esta presente, no soro, por 
periodo s que se estendem de poucas semanas a varios meses 
ate o desenvolvimento de anticorpos (Cooper et al, 1987). A 
forma^ao de complexes antigeno - anticorpo dificulta a detec- 
9&0 dos niveis de antigeno circulante, que pode tornar-se inde- 
tectavel por meses a anos. A antigenemia e novamente detec - 
tada com a evoluqao do quadro clinico, associada a prognostico 
desfavoravel e falencia imunologica. Metodos para a detec^ao 
do antigeno p24, incluindo os de dissocia^ao acida, consistem 
em ensaios imunoenzimaticos que utilizam anticorpos mono- 
clonais antip24 (Merigan et al, 1989). Testes de quarta gera^ao 
que detectam simultaneamente AgHIV e anticorpos anti-HIV 
permitem reduzir para 5 dias o periodo de janela imunologica 
(Long, 2011 ; Pavie et al, 2010). 

- Testes de biologia molecular 

Metodos de biologia molecular, que permitem a amplifi- 
ca^ao genomica ou aqueles que amplificam sinais, tern sido 
amplamente utilizados para detectar e quantificar cDNA 
e RNA do HIV- 1 , a partir de sangue total e soro ou plasma 
(Piatec et al, 1993). 

cDNA viral \ Determinant) qualitativa 

A determinate ao qualitativa do cDNA viral ou DNA provi- 
ral e feita pela rea^ao em cadeia da polimerase (PCR). Ela se 
aplica a confirma^ao de resultados de testes imunoenzimaticos 
reativos e Western blot indeterminados, que requerem avalia- 
96 es clinicas e acompanhamento laboratorial, com a coleta de 
novas amostras. O metodo permite a amplifica^ao exponencial 
de sequencias do acido nucleico, com elevadas especificidade e 
sensibilidade (Rozera et al, 2010 ). 

RNA viral \ Determina^o quantitative (cargo viral) 

A carga viral traduz o numero de particulas virais no san¬ 
gue periferico e, por meio de metodologias de amplifica<;ao 
do acido nucleico ou sondas marcadas, pode ser estimada 
pela quantifica^ao direta do RNA viral no plasma de pacien- 


tes infectados. A avalia^ao da carga viral permite estabelecer 
o estagio da infec^ao viral e o risco de evolu^ao a AIDS, indi¬ 
car o inicio da terapia antirretroviral e monitorar a resposta a 
terapia, e pode, com ressalvas, ser utilizado como teste confir- 
matorio. 

Diferentes metodos moleculares estao disponiveis comer- 
cialmente para a quantifica^ao do acido nucleico viral, com 
variados graus de sensibilidade. Cada um deles utiliza dife¬ 
rentes estrategias para as etapas requeridas para o preparo da 
amostra, amplifica^ao e detec^ao, alcan^ando limites bastante 
baixos de quantifica^ao, equivalentes a 50 a 80 copias de RNA 
por mililitro de plasma. 

Os metodos de escolha, tais como Amplicor HIV -1 Monitor, 
NucliSens HIV -1 QT assay, Versant HIV- 1 RNA assay (bDNA) 
e LCx HIV RNA Quantitative Assay, apresentam constantes 
atualiza^oes que levam ao desenvolvimento de tecnologias 
mais sensiveis e especificas. 

Amplificano e detect em tempo real (real-time PCR) 

Um importante avan^o na determina^ao da carga viral para 
HIV -1 foi a implementa^ao da detec^ao, em tempo real, do 
produto acumulado durante a fase exponencial da amplifica- 
9&0 por PCR ou NASBA, em contraposi^ao aos ensaios tradi- 
cionais com titula^ao final (Held et al, 1996). O metodo per¬ 
mite reduzir o numero de etapas, manipular a amostra e prever 
o risco de contamina^ao, mantendo a sensibilidade e especifi¬ 
cidade dos ensaios de amplifica^ao tradicionais, mas com uma 
varia^ao linear muito mais expandida, da ordem de 5 log 10 . 

Estudos comparativos do desempenho dos diferentes pro- 
dutos sao publicados com frequencia, o que permite uma ana- 
lise bastante apropriada (Bourlet et aL» 2011 ; Ssebugenyi et al ., 
2011 ). 

Os metodos comercialmente disponiveis sao: 

■ AmpliPrep/COBAS TaqMan HIV-1 Test tern como alvo a 
sequencia conservada do gene gag do HIV- 1 , amplificada de 
forma seletiva na presen^a de um RNA como padrao interne, 
dUTP e AmpErase. A rea^ao real-time PCR (RT-PCR) se 
processa pela adi^ao de enzima recombinante com ativida- 
des de transcri^ao reversa e DNA polimerase, sondas mar¬ 
cadas com fluoroforos e quencher e enzima com atividade 
exonuclease (Meng et al, 2001). A faixa de detec^ao do teste 
situa-se entre 40 e 1 x I 0 7 copias por mililitro de plasma 

* NucliSens EasyQ HIV-l(bioMerieux): a detec^ao em tempo 
real dos amplicons ocorre durante a fase exponencial da 
rea^ao NASBA, por meio de sondas moleculares marcadas 
com fluoroforos que diferenciam entre a sequencia-alvo 
especifica e amplicons calibradores (Tyagi et al, 1998). De 
acordo com estudos desenvolvidos por de Mendoza et al. 
(2005), o ensaio apresenta especificidade de 99,3% com 
varia^ao linear entre 50 e 3 X 10 6 Ul/mf 

■ RealTime HIV-1 Assay (Abbott Laboratories): a sequencia- 
alvo e o gene pol do HIV- 1 . E utilizada, na rea 9 ao, uma 
unica sonda que apresenta cadeias parcialmente duplas, 
marcadas com fluoroforo ( reporter ) na termina 9 ao 5' e 
quencher na termina 9 ao 3' da cadeia complementar, menor. 
Na presen 9 a da sequencia-alvo, ocorre a liga 9 §o preferen- 
cial da sonda reporter, que fluoresce sob a libera 9 ao da 
sonda quencher. As caracteristicas do ensaio indicam 
varia 9 ao linear de 5 log 10 > especificidade de 100%, proba- 
bilidade de 95% de detec 9 ao de amostras com carga viral 
equivalente a 25 copias por mililitro e reconhecimento de 
subtipos virais dos grupos M, N, e O (Bourlet et al, 2011 ; 
Ssebugenyi et al, 2011). 
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- Genotipagem do HIV-1 

O mccanismo de resistencia do HIV-1 aos farmacos antir- 
retrovirais e o principal obstaculo ao sucesso da terapia e 
decorre, principalmente, do desenvolvimento de mutaqoes 
no genoma viral, em regioes que codificam para as enzimas 
envolvidas no processo de replica^ao viral; em consequencia, a 
funqao enzimatica nao e afetada por inibidores virais e a repli- 
ca^ao se processa normalmente. 

Testes para a avalia^ao da resistencia viral podem ser uteis, 
esclarecendo aspectos da intera^ao farmaco-hospedeiro e, 
quando associados aos valores de carga viral e celulas T CD4+, 
podem auxiliar na determina^ao de altera^oes de esquemas 
terapeuticos ou na introdu^ao do regime antiviral. 

Variosmetodoslaboratoriaisforampadronizadoseaplicados 
a detect ao de mutaqoes associadas a resistencia antirretroviral, 
incluindo-se tecnicas de clivagem por RNase (Lopez-Galindez 
et at , 1991), sistemas de hibridiza^ao RNA/RNA (Japour 
et al., 1991), rea^ao em cadeia da polimerase (Richmann et ah, 
1991), ensaio de sondas lineares (Stuyver et al, 1997) e a geno¬ 
tipagem por sequenciamento do cDNA viral (Johnston-Dow 
et al., 1998), que e o metodo de escolha para a determinaqao 
de muta^oes em genes especificos do genoma viral, indicando 
niveis de resistencia aos antirretrovirais. Os resultados obtidos 
por todas as metodologias devem ser cuidadosamente inter- 
pretados em associa^ao a outros parametros, tais como medi- 
ca^ao previa, informa^oes clinicas e dados laboratoriais. 

- Fenotipagem 

A suscetibilidade viral aos farmacos pode, alternativa- 
mente, ser avaliada por testes de resistencia fenotipica, que 
consistem na quantifica^ao da sensibilidade aos antirretro¬ 
virais. Inoculos virais, identificados como cepas selvagens e 
mutantes, sao mantidos em culturas celulares, sob a pressao 
seletiva de farmacos antivirais, em concentrates crescentes, 
expressas em IC50 (indice que indica a concentraqao minima 
do farmaco requerida para inibir 50% da replica^ao viral). A 
supressao da produ^ao viral in vitro e determinada para os 
inoculos virais em compara^ao aos valores cut-off estabeleci- 
dos, decisivos na interpreta^ao dos resultados. Esse metodo de 
avaliaqao da resistencia viral apresenta algumas desvantagens: 
e um procedimento moroso e de custo elevado e, para alguns 
farmacos, nao estao estabelecidos os valores de cut-off c linico. 
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► Introdugao 

- Historico 

Nos ultimos 20 anos muitas mudan^as conceituais ocorre- 
ram naarea de estudo dos papilomavirus humanos (HPV), bem 
como na sua rela^ao com cancer de colo de utero e lesoes pre- 
cursoras do mesmo: da clonagem do primeiro HPV humano 
em 1980 por Lutz Gissman e Harald zur Hausen, 1 passando 
pelos estudos na decada de 1990, utilizando metodos de biolo- 
gia molecular que revelaram de maneira incontestavel o papel 
causal de alguns tipos de HPV no cancer cervical, 2 sendo a par- 
tir de entao denominados “oncogenicos”. Esses primeiros anos 
do novo milenio testemunharam a aplica^ao rotineira de tes¬ 
tes moleculares para HPV no manejo de pacientes com lesoes 
cervicais; o aparecimento de vacinas preventivas altamente 
eficazes e o merecido Premio Nobel de Medicina a Harald zur 
Hausen em 2008. Reconhecidamente, para nosso orgulho, esse 
e um campo em que pesquisadores brasileiros deram enorme 
contribui^ao, com pesquisas desenvolvidas no pais. 

- Ciassifica^ao e nomenclature dos papilomavirus 

Os papilomavirus sao pequenos virus de DNA com um 
genoma de cerca de 8.000 pares de bases. Todos os genes 
estao contidos na mesma fita de DNA, sendo que os genes de 


expressao precoce sao denominados E {early) seguidos de um 
numero, reconhecendo-se E1-E7, e os tardios codificam as 
proteinas do capsidio, sendo denominados LI e L2 {late). Os 
genes El e E2 sao responsaveis pelo controle da transcri^ao e 
replica^ao viral, enquanto E5, E6 e E7 sao os oncogenes virais 
que interferem nas proteinas do hospedeiro e acarretam repli- 
ca^ao celular acelerada e imortaliza^ao dos queratinocitos. 

Todas as familias de mamiferos estudadas apresentam infec- 
^ao por um papilomavirus especie-especifico, nao havendo 
transmissao interespecies. Assim, sao reconhecidos e classi- 
ficados os papilomavirus bovinos (BPV), os caninos (CPV) 
e os murinos (MPV), entre outros. Ate mesmo repteis como 
tartarugas e jacares e tambem papagaios apresentam verrugas 
causadas por seus respectivos papilomavirus. 

Uma classificapao taxonomica formal dos papilomavi¬ 
rus foi criada e atualmente eles estao agrupados na familia 
Papillomaviridae. Dentro dessa familia sao reconhecidos 
generos denominados por letras do alfabeto grego, como 
alfapapilomavirus, betapapilomavirus etc., conforme a 
Figura 8.1. 

Nos humanos, nos quais foram e sao mais intensamente 
estudados, os HPV podem ser divididos, pelo aspecto clinico, 
em tres grupos: 

■ HPV associados a verrugas cutaneas (gamapapilomavirus) 

■ HPV associados a mucosa anogenital (alfapapilomavirus) 
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Figura 8.1 Arvore filogenetica dos papilomavirus 3 com 118 tipos e sua classifica^ao, com base na sequencia do gene LI. 
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■ HPV associados a lesoes cutaneas de portadores de epider- 
modisplasia verruciforme, uma doenga rara de base here- 
ditaria (betapapilomavlrus). 

Todos os tipos de HPV de importancia para a etiologia do 
cancer cervical em humanos estao contidos no genero dos 
alfapapilomavfrus, em que se destacam os HPV 16 e 18, res- 
ponsaveis por cerca de 70% de todos os tumores dessa loca- 
lizagao anatomica no mundo Entre os HPV que infectam a 
mucosa anogenital a principal distingao a ser feita se refere ao 
risco que a infecgao por determinado tipo confere para desen - 
volvimento de neoplasia no portador. Assim, existem os HPV 
considerados de alto risco (HPV 16 e 18, ja apontados, alem de 
31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58, 59 e 66), os de baixo risco (HPV 
11, 40,42,43,44, 54, 61, 70, 72 e 81) e os de risco intermedia- 
rio ou desconhecido (HPV 34, 57,83 e outros). A classificagao 
desses tipos virais nos respectivos grupos de risco decorre de 
informagoes de cunho epidemiologico 4 (prevalencia do DNA 
deste tipo de HPV em tumores x prevalencia na populagao- 
controle), dados in vitro, como a capacidade de imortalizagao 
de cultura primaria de queratinocitos, produgao de tumores 
em roedores e tambem por proximidade filogenetica. 



Parses desenvolvidos- Parses em desenvolvimento 


- Epidemiologia do cancer cervical e 
lesoes precursoras 

A relagao entre o cancer cervical e a atividade sexual foi perce- 
bida desde os primordios da medicina. O fato de que esta doenga 
nao acometia freiras e virgens, sendo frequente entre prostitutas, 
sugeria a participagao de algum agente sexualmente transmissf- 
vel em sua etiogenia. Por alguns anos a hipotese dos herpes-vi¬ 
rus foi investigada, porem nunca foi comprovada. Na decada de 
1970, Harald zur Hausen langou a ideia dos HPV como agentes 
causais dessa neoplasia. Na decada de 1980, alguns estudos epi- 
demiologicos nao conseguiram comprovar essa hipotese, persis- 
tindo um conflito entre os dados in vitro e aqueles obtidos com 
amostras humanas. Apenas com o advento da reagao em cadeia 
da polimerase (PCR) e que a correlagao HPV-cancer cervical foi 
demonstrada de maneira indubitavel, atribuindo-se os insuces- 
sos pregressos ao diagnostic© de baixa sensibilidade e especifici- 
dade dos HPV pelos metodos adotados ate entao. 5 

Estudos com acompanhamento de inumeras coortes de 
mulheres acompanhadas por muitos anos possibilitaram a elu- 
cidagao da historia natural da infecgao pelo HPV e das lesoes 
por ele causadas. Hoje sabemos que a infecgao pelo HPV ocorre 
com o inicio da atividade sexual e o pico da infecgao ocorre 
justamente na faixa etaria com maior atividade sexual, em que 
se encontra uma prevalencia de 10-30% nas mulheres entre 15 
e 30 anos de idade. Essa prevalencia vai diminuindo ate valores 
inferiores a 5% nas mulheres acima de 55 anos. Curiosamente, 
algumas localidades geograficas, como a Colombia e o Mexico, 
apresentam um segundo pico nesta faixa etaria acima dos 
55 anos de idade (Figura 8.2). Se levada em consideragao a 
prevalencia acumulada, ou seja, o numero de mulheres que 
se infectou pelo HPV em algum momento da vida, verifica-se 
que esta supera os 50%, sendo, portanto, a infecgao por este 
virus algo extremamente comum na populagao em geral. 

Estes mesmos estudos demonstraram que, entre as infec- 
tadas pelo HPV, estavam sob risco de vir a desenvolver lesoes 
pre-malignas e malignas aquelas que apresentavam persis¬ 
tence do DNA viral por duas analises separadas no tempo, 
e obrigatoriamente do mesmo tipo de HPV. Verifica-se que a 
infecgao persistente leva ao aparecimento das lesoes denomi- 
nadas intraepiteliais escamosas (LIE). As LIE-BG (baixo grau) 


Figura 8.2 Prevalencia do HPV-DNA, ajustada pela distribuigao etaria 
populacional,em mulheres com citologia normal (pafses desenvolvidos 
e em desenvolvimento). 6 


podem ocorrer jd como a manifestagao de uma primeira infec¬ 
gao por HPV, porem essas lesoes regridem e desaparecem na 
grande maioria das portadoras. Como mencionado, a persis¬ 
tence do DNA de HPV de alto risco e que causa a evolugao 
de uma LIE-BG para LIE-AG (alto grau), em que ha um gra- 
diente de malignidade iniciando-se com a neoplasia intraepi- 
telial cervical (NIC 1 e NIC 2) ate a NIC 3/carcinoma in situ e 
por ultimo o carcinoma invasivo (Figura 8.3). 
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Figura 8.3 Esquema de um epitelio de mucosa cervical com o gradien- 
te biologico das transformagoes induzidas por HPV e as dassificagoes 
citologicas e histologicas. LIE-BG = lesao intraepitelial escamosa de 
baixo grau; LIE-AG = lesao intraepitelial escamosa de alto grau; NIC = 
neoplasia intraepitelial cervical. 8 
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Uma vez que a media da idade de inicia^ao sexual ocorre 
entre 15 e 18 anos e a maior incidencia do cancer cervical inva- 
sivo acontece, no Brasil, na faixa dos 55 a 60 anos, deduz-se que 
esta doen^a e de evolu^ao lenta, possibilitando sua preven^ao 
por meio de exames periodicos, tais como o teste de citologia 
esfoliativa. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) 
aponta que em 2012 o numero de casos novos de cancer do 
colo de utero esperado sera de 17.540, com um risco estimado 
de 18 casos por 100.000 mulheres . 7 

► Diagnostico laboratoriai 

- Teste citoltigico 

O teste citologico para o cancer de colo de utero e uma das 
mais bem-sucedidas inter vetoes diagnosticas da histbria 
da medicina, levando a queda vertiginosa nos indices dessa 
doen^a nos paises que implantaram programas de citologia 
com boa adesao pela popula^ao. Primeiramente descrito por 
Georges Papanicolaou, cujo nome ate hoje e utilizado como 
sinonimo do exame de citologia esfoliativa, o teste consiste 
na coleta de celulas esfoliadas da mucosa uterina, particular- 
mente da cervice, com um instrumento tipo espatula, escova 
ou cotonete, e realiza^ao de um esfrega^o sobre uma lamina, 
que sera corada e analisada ao microscopio, buscando a detec- 
9&0 de celulas com caracteristicas de malignidade. Este teste 
foi sendo aprimorado ao longo dos anos, seus criterios mais 
bem definidos e o modo de relatar os achados padronizado, 
de maneira a possibilitar a realiza^ao do exame em locais dife- 
rentes com os mesmos resultados. Ainda assim, e um exame 
subjetivo e dependente da acuracia do observador, razao pela 
qual existem enormes varia^oes quanto ao percentual de falso- 
positivos e negativos deste teste em diferentes laboratories. 

Deve ser ressaltado que o exame citologico visa a detec^ao 
de celulas tumorais, nao do HPV. Ainda hoje e comum rela¬ 
tar no laudo citologico “HPV” ou “sugestivo de HPV”. Para 
isso, o observador vale-se de algumas caracteristicas morfolo- 
gicas celulares tidas como patognomonicas da infec^ao pelo 
HPV, primordialmente a “coilocitose”, que e o halo perinuclear 
(Figura 8.4). No entanto, cabe salientar que o achado do coilo- 
cito tern uma fraca correla^ao com a identifica^ao molecular da 
presen^a do DNA de HPV, nao devendo ser de fato valorizado; 
portanto, o exame citologico nao se presta a detect ao de HPV. 

A citologia esfoliativa vem sendo modificada de maneira 
a tornar o exame mais preciso. O uso de meios chamados de 



Figura 8.4 Celulas escamosas com binudeagao e halo perinuclear (co- 
lilocito), coradas pelo metodo de citologia liquidaThinPrep®. 


“citologia liquida” possibilita a realiza^ao de uma lamina com 
melhor visualiza^ao das celulas em monocamada, aumen- 
tando a sensibilidade para a detec^ao de altera^oes displasicas 
e diminuindo o numero de laminas de significado indetermi- 
nado. Tambem nessa dire^ao, empresas tern pesquisado o uso 
de inteligencia artificial, ou seja, a leitura da lamina sendo feita 
por um computador que seleciona aquelas com altera^ao para 
serem entao revistas por um citopatologista. 

- Testes moleculares 

Em contraste com testes citologicos, exames moleculares que 
detectam o DNA dos HPV sao obviamente especificos para este 
agente, e sao esses resultados que devem ser usados na avalia^ao 
de prevalences de infec^ao por HPV. Com a comprova^ao do 
papel etiologico de alguns tipos de HPV, notadamente os HPV 
tipos 16 e 18, na genese do carcinoma cervical, pesquisadores 
passaram a avaliar se a detec^ao do virus por esses metodos 
poderia ser utilizada na preven^ao, tal qual um exame citologico, 
ou mesmo no manejo da paciente, conforme discutido a seguir. 
No entanto, o uso dos testes moleculares de HPV para a detec- 
^ao de neoplasia fazem um raciocinio de inferencia; se a paciente 
tern HPV de alto risco e provavel que tenha lesao ou podera vir 
a ter; se ela nao tern HPV muito provavelmente nao tern lesao de 
alto grau/cancer, sendo o HPV uma condi^ao necessaria (infec- 
9 &o persistente por HPV oncogenico), mas nao suficiente por si 
so, uma vez que de milhoes de mulheres infectadas pelo HPV 
apenas alguns milhares virao a desenvolver cancer. 

Com esta enorme aplica^ao que se abriu, diversos tes¬ 
tes moleculares para HPV foram desenvolvidos. Esses testes 
podem ser separados de acordo com o principio metodologico 
e a molecula-aivo, como mostrado a seguir. 

Teste de amplificatfo de sinal 

Trata-se de teste molecular, que emprega a tecnologia de 
acidos nucleicos recombinantes, porem nao ha amplifica^ao 
do material genetico viral, mas sim do sinal provocado pela 
presen^a do DNA de HPV nas celulas esfoliadas da cervice. 

O primeiro teste de HPV a chegar ao mercado, e ate hoje o de 
maior utiliza^ao em todo o mundo, e o teste de captura hibrida 
(Qiagen®). Trata-se de um metodo de hibridiza^ao do DNA viral 
provindo da amostra com sondas sinteticas de RNA complemen- 
tares ao DNA dos HPV de alto risco para cancer (13 tipos) e de 
baixo risco (5 tipos). O hibrido RNA:DNA e capturado por um 
anticorpo antitripla helice e posteriormente revelado por meio de 
metodos convencionais enzimatico-colorimetricos . 9 O resultado 
indica se a paciente esta infectada por um ou ambos os grupos de 
HPV e da um valor semiquantitativo que guarda uma boa rela^ao 
clinica, ou sej a, quanto maior o valor de leitura, maior a chance de 
uma lesao HPV-induzida estar presente. Outros agentes infeccio- 
sos ginecologicos foram acrescentados ao teste, que possibilita a 
detec^ao tambem de gonococos e clamidia. As principais criticas 
a este metodo sao a falta de um controle interno de adequa^ao da 
amostra, ou seja, na ausencia de celulas por problemas de coleta, 
o resultado sera sempre negativo, possibilitando a ocomincia de 
falso-negativos. Sabe-se que mulheres apos a menopausa fre- 
quentemente apresentam coletas com baixo numero de celulas, 
e e esta faixa etaria (> 45 anos) a de maior incidencia da doen^a. 
Outra deficiencia e que o metodo nao identifica individualmente 
os tipos de HPV, nao permitindo a avalia^ao da persistencia viral, 
ja que uma paciente pode estar infectada em um momento por 
HPV 16 e em um momento posterior por HPV 18. Do ponto de 
vista do risco para cancer, esta paciente nao tern infec^ao persis¬ 
tente, portanto o risco e baixo, mas a captura hibrida ira acusar 
dois testes consecutivos reativos para HPV oncogenico. 
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Testes com base em PCR 

Metodos fundamentados em amplifica^ao de acidos nuclei- 
cos, principalmente a PCR, revolucionaram o entendimento da 
epidemiologia do cancer cervical. Logicamente, esses metodos 
foram sendo aprimorados para uso no diagnostico e manejo 
desta doen^a. A principio, metodos in-house foram emprega- 
dos, desenvolvidos nos proprios laboratories de analise, fre- 
quentemente de boa sensibilidade, mas de dificil compara^ao 
interlaboratorial. Devido a alta sensibilidade apresentada, a 
correla^ao clinica costuma ser baixa, pois muitas mulheres 
estao infectadas por HPV sem qualquer implica^ao clinica, e a 
maior parte das infec^oes tem carater transitorio e assintoma- 
tico. Os testes com base em PCR tem outras vantagens, como a 
possibilidade de uso de diferentes tipos de amostras biologicas 
(celulas esfoliadas, biopsias, tumores, lavado cervicovaginal 
e outras). Atualmente estao disponiveis muitos testes seme- 
lhantes para a detec^ao de HPV por meio de amplifica^ao por 
PCR. Em geral esses testes baseiam-se na homologia existente 
no gene LI entre os diferentes tipos de HPV, em que sao aloca- 
dos os primers que delimitam a regiao amplificada. O conjunto 
de primers genericos denominados MY09/11 e capaz de detec- 
tar um grande numero de tipos, por meio da amplifica^ao de 
uma regiao de 450 pares de bases deste gene. 10 Esses primers 
foram sendo aprimorados e constituem a base do teste usado 
pela empresa Roche em seu kit Linear Array HPV Genotyping 
Test®. Outros primers bastante utilizados nesta regiao sao o par 
GP5+/6+, desenvolvido e utilizado pelo grupo holandes, e o 
par SPF10, tambem criado na Holanda 11 (Figura 8.5). 



Essa regiao LI e muito atraente como alvo diagnostico 
porque, alem de ter um grau de conserva^ao nucleotidica que 
possibilita o uso de primers que cobrem uma ampla gama de 
HPV, exibe variabilidade interna suficiente para tipar esses 
mesmos HPV. No passado usava-se um sistema de digestao 
com 7 enzimas de restri^ao que produziam um perfil tipo- 
especifico. 12 Atualmente, essa tipagem costuma ser feita em 
uma etapa de hibridiza^ao com sondas especificas posterior a 
amplifica^ao. Essas sondas podem estar aderidas em uma fita 
de nitrocelulose, e o uso de primers biotinilados possibilita a 
revela^ao colorimetrica da hibridiza^ao sonda:amplicon para 
a identifica^ao especifica do(s) tipo(s) de HPV presente(s) 
(Figura 8.6). Sao metodos trabalhosos, porem mais robustos e 
fundamentals na avalia^ao de infec^oes multiplas, muito fre- 
quentes em imunossuprimidos. 13 

Arrays 

Por haver grande quantidade de tipos de HPV, e haver inte- 
resse especifico em se individualizar o(s) tipo(s) presente(s) na 
amostra, a tipagem de HPV e uma necessidade laboratorial a 
qual a tecnologia de arrays presta-se muito bem. Um metodo 
ja disponivel comercialmente e o PapilloCheck® (Greiner 
Bio-One), que emprega o formato de microarrays de son¬ 
das aderidas em uma lamina de plastico. O metodo trabalha 
com amplifica^ao de uma regiao bastante variavel dos HPV, o 
gene E1, porem a hibridiza^ao para tipagem se faz sobre uma 
lamina contendo centenas de sondas ( microarrays ) possibili- 
tando a tipagem de uma maneira extremamente controlada 
e confiavel, tambem incluindo diversos controles internos e 
externos de amplifica^ao e hibridiza^ao. 14 A analise neste caso 
se faz por um leitor de fluorescencia e um software que inter- 
preta as combina^oes de cor provindas da lamina hibridizada, 
transformando-as em um resultado valido e compreensivel. 

RNA mensageiro viral 

Devido ao grande numero de mulheres que abrigam HPV 
oncogenicos sem significado clinico, os pesquisadores de 
alguns laboratories estao buscando outros marcadores que 
possibilitem identificar, entre as pacientes HPV-positivas, 
aquelas que se encontram sob risco de evolu^ao maligna ou 
mesmo ja apresentam lesoes. Desse modo, sugeriu-se que 
a presen^a do RNA mensageiro que codifica para as duas 
oncoproteinas virais E6 e E7 (E6/E7 mRNA) seria o marcador 
ideal, uma vez que identifica a expressao do genoma viral, e 
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Figura 8.5 Esquema do genoma do HPV com detalhamento da regiao 
LI e os principals conjuntos de primers em uso amplificando fragmentos 
de diferentes tamanhos. pb = pares de bases. 


Figura 8.6 Sete amostras de pacientes HiV+ submetidas ao teste de 
Linear Array (Roche). Infec^ao por multiplos tipos sao observadas nas 
amostras 160,161,162,165 e 166. A amostra 163 apresenta infec^ao 
apenas por HPV 16, enquanto a amostra 164 e negativa para HPV- 
DNA. 13 
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Figura 8.7 Informagoes comparativas de alguns metodos moleculares de detecgao de HPV. 8 


nao apenas sua presenga ou mesrao a replicagao. 15,16 Dois tes¬ 
tes que detectam este analito passaram por intensa avaliagao 
clinica, chegando ao mercado em 2010: o Proofer® (Norchip) e 
o Aptima (GenProbe). Mesmo com a introdugao das vacinas, 
persiste a necessidade da realiza^ao dos testes para preven^ao 
do cancer cervical, uma vez que as vacinas so se mostram pro- 
tetoras em mulheres virgens de infec^ao, sendo inocuas para 
as mulheres que ja tiveram infec^ao por estes HPV contidos 
na vacina. Outro ponto e que os HPV contidos na vacina nao 
cobrem todos os casos de cancer cervical, portanto, enquanto 
houver a possibilidade de neoplasia causada por um HPV sem 
cobertura na vacina, mesmo as mulheres vacinadas deverao 
continuar realizando o exame periodico. 17 A compara^ao 
entre os diversos testes disponiveis encontra-se na Figura 8.7. 

Hibridiza0o in situ 

A tecnica de hibridizagao in situ promove a hibridizagao 
de sondas HPV-especificas, marcadas com compostos radio- 
ativos ou colorimetricos, sobre um corte histologico de mate¬ 
rial fixado e parafinado. Embora esta tecnica torne possivel a 
associated dos dados moleculares com as caracteristicas his- 
tologicas, e extremamente trabalhosa e de baixa sensibilidade, 
tendo poucas aplicagoes adequadas na pratica laboratorial. 
Um exemplo de corte histologico positivo para HPV e ilus- 
trado na Figura 8.8. 

- Uso dos testes de HPV no rastreio 
de cancer cervical 

Nesse momento, diversas nagoes tern discutido e ava- 
liado se a substitui^ao do exame citologico por um teste 
molecular pode apresentar melhores resultados medicos 
e economicos. 19 Um teste mais sensivel significa menor 


numero de mulheres com cancer, menor custo ao sistema 
e possibilita maior espagamento no tempo da realizaqao 
do exame periodico. Igualmente, um teste mais especifico 
significa menor numero de mulheres encaminhadas para 
exames complementares, como a colposcopia seguida de 
biopsia ou mesmo tratamentos desnecessdrios. O ponto 
critico dos exames moleculares e que sao, sem duvida, mais 
sensiveis, mas ainda menos especificos que os exames cito- 
logicos de qualidade. Por outro lado, sao automatizaveis e 
mais baratos que os exames convencionais. Provavelmente 
os exames citologicos serao, no futuro proximo, desloca- 
dos da posigao de triagem primaria para exames confir- 
matorios, realizados apos um resultado molecular persis- 
tentemente positivo para HPV oncogenico. 2C 



Figura 8.8 Corte de papilomatose de laringe corado com hematoxilina 
eeosina, hibridizado com sondas radioativas deHPV6e 11.0s pontos 
pretos indicam niideos de celulas contendo grande quantidade de 
DNA desses HPV. 18 
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- Uso dos testes de HPV na triagem de pacientes 
com citologia alterada/indeterminada 

Uma das aplica^oes mais frequentes do teste para HPV 
acontece quando uma paciente apresenta o resultado citolo- 
gico de ASCUS (Abnormal Squamous Cell of Undetermined- 
Significance). Essa categoria e uma especie de zona cinzenta 
em que o citopatologista reconhece que as celulas nao sao 
normais, porem nao esta caracterizada a presen^a de displa- 
sia. Nesse caso um ASCUS com o achado de HPV-DNA de 
alto risco deve ser investigado, enquanto aquele no qual HPV 
de alto risco estao ausentes pode ser interpretado como sem 
maior significado clinico, e a paciente retorna a rotina de ras- 
treio. A mesma situa^ao tambem se aplica quando o achado 
citopatologico e de LIE-BG (lesao intraepitelial escamosa de 
baixo grau). Quando ocorre na aus&ncia de HPV de alto risco, 
nao se considera a necessidade de mais investigates. 21 

- Uso dos testes de HPV pos-tratamento 

Varios estudos demonstraram que a present de DNA de HPV 
de alto risco apos o tratamento para a neoplasia intraepitelial cer¬ 
vical e um indicador de falha terapeutica, ao mesmo tempo em 
que sua ausencia e um indicador seguro de eficada, possibilitando 
a reintegra^ao da paciente aos esquemas regulares de rastreio. 

- Carga viral e infeqoes multiplas 

A carga viral de HPV ainda e um assunto bastante con- 
troverso. Embora varios estudos tenham encontrado um 
gradiente de carga viral maior em lesoes mais avan^adas 
(normal < displasia leve < moderada < grave) essa rela^ao 
se perde na ponta mais preocupante do espectro, que sao o 
carcinoma in situ e invasivo. 22 Isso se da porque nos carcino¬ 
mas a replica^ao viral e muito baixa ou inexistente, embora 
a expressao de E6/E7 seja necessaria para a manuten^ao da 
transforma^ao celular. Diferen^as metodologicas tambem 
contribuem para a indefini^ao do tema, pois os estudos uti- 
lizam diferentes maneiras de normalizar a carga viral (por 
celula, por ng de DNA, por copias de um gene endogeno, 
sem normaliza^ao etc.), impedindo a compara^ao direta de 
resultados entre laboratories. 22 

O papel das inf echoes multiplas, ou seja, infect es con- 
comitantes por mais de um tipo de HPV, tambem tern dados 
contra ditorios. Alguns estudos apontam que essas infect es 
multiplas conferem a paciente um risco aumentado para o 
desenvolvimento de neoplasia em rela^ao aquelas infecta- 
das por um unico tipo. 23 No entanto, outras pesquisas veri- 
ficam que e mais frequente a infec^ao multipla em mulheres 
assintomaticas do que nas lesoes em que se detecta normal - 
mente apenas um tipo de HPV. 13 Esses achados sugerem que 
a infec^ao por multiplos tipos seja, na verdade, um marca- 
dor de ma resposta imune a infec^ao por HPV, embora a 
genese de uma lesao intraepitelial seja clonal, partindo de 
uma unica celula imortalizada por um unico tipo viral. 
Novamente, a questao tecnica influencia muito essa discus- 
sao, uma vez que metodos mais eficientes de identifica^ao 
de infec^oes multiplas tornaram-se disponiveis apenas nos 
ultimos anos. 
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► Agente etiologico 

O virus linfotropico de celulas T humanas do tipo I (HTLV-I, 
do ingles human T cell lymphotropic virus type T) foi o primeiro 
retrovirus humano descrito, ao ser isolado do sangue perife- 
rico de um paciente com linfoma de celulas T com manifes- 
ta^oes cutaneas. 1 Dois anos depois, outro retrovirus geneti- 
camente relacionado foi identificado em linfocitos esplenicos 
de um paciente com tricoleucemia de celulas T, sendo deno- 
minado HTLV-II. 2 Ambos os virus foram integrados a fami- 
lia Retroviridae, a subfamilia Orthoretrovirinae e ao genero 
Deltaretrovirus. Subsequentemente, um terceiro retrovirus 
humano foi isolado e denominado virus da imunodeficien- 
cia humana (HIV), sendo posteriormente identificado como 
o agente causal da sindrome da imunodeficiencia adquirida 
(AIDS, do ingles acquired immune deficiency syndrome ) e clas- 
sificado na subfamilia Lentivirinae. 3 A Figura 9.1 ilustra as 
relates filogeneticas entre os retrovirus. 4 

O HTLV-I e reconhecidamente o agente etiologico de varias 
doen^as humanas, que serao descritas mais detalhadamente 
neste capitulo, enquanto a infec^ao por HTLV-II foi raramente 
associada a casos de afec^oes neurologicas. Em 2005, foram 
descritos dois novos genotipos de HTLV, denominados HTLV- 
III e HTLV-IV, em individuos assintomaticos que habitavam o 
sul da Republica de Camaroes, na Africa Central; porem, ate o 
momento nao se demonstrou associa^ao dessas infec^oes com 
doen^a humana. 5,6 

■ Estrutura da particula viral 

Os virus HTLV-I e HTLV-II sao particulas de forma esfe- 
rica a pleomorfica (virions), com 80 a 100 nanometros de 
diametro, morfologicamente semelhantes as dos demais 
retrovirus, constituidas por um core central eletron-denso 
e um envoltorio externo glicoproteico. O envoltdrio contem 
uma glicoproteina de superficie (gp46) e uma glicoproteina 
transmembrana (gp21), alem da camada bilipidica, derivada 
da membrana celular da celula eucariotica infectada. Junto a 
membrana do envelope esta a matriz, composta pela proteina 


Lentivirus 



Figura 9.1 Analise filogenetica de regioes conservadas do gene da po- 
limerase dos retrovirus. Adaptada de Quackenbush e Casey, 2005. 4 


Gag (pi9). O capsidio apresenta simetria icosaedrica e e com¬ 
posta por proteinas codificadas pelo gene gag (p24), consti- 
tuindo o cerne viral. A por^ao central do virion contem duas 
copias de acido ribonucleico (RNA) de fita dimericas de pola- 
ridade positiva e pela enzima transcriptase reversa, respon- 
savel pela transcri^ao do genoma viral de RNA para cDNA 
(provirus) 11 (Figura 9.2). 

- Estrutura gendmica do HTLV e 
seus produtos proteicos 

Alem dos genes estruturais comuns aos retrovirus {gag, env 
epol), o genoma do HTLV-I/II apresenta uma regiao proxima 
a extremidade 3’, denominada pX, que contem os genes regu- 
ladores tax e rex. Nas extremidades 5’ e 3’ do genoma viral 
encontram-se as sequencias repetitivas longas (LTR), essen- 
ciais para a regula^ao transcricional do genoma (Figura 9.3). 7 

O genoma proviral do HTLV-I e do HTLV-II contem 9.032 
nucleotidios, sendo seus principais elementos e respectivos 
produtos genicos: 

■ Gene env. codifica as glicoproteinas externas do envolto¬ 
rio (precursora gp61/68 e sua derivada gp46) e a proteina 
transmembrana (gp21) 

■ Gene poh codifica as enzimas transcriptase reversa (p99), 
integrase e protease 

« Gene gag. codifica as proteinas do core viral (precursora p5 3 
e suas derivadas pi 5, pl9 e p24) 

■ Gene tax : codifica a proteina p40 ta *> transativadora do seg- 
mento LTR viral e de genes da celula eucariotica infectada 

■ Gene rex: codifica a proteina p27 rex , reguladora pos-trans- 
cricional da sintese de proteinas estruturais do virus 

■ Proteinas pl2/p30: codificadas pelo gene ORP I, interage 
com cadeias do receptor de IL-2 

■ Segmentos LTR: encontradas nas extremidades do genoma 
proviral, contdm as regioes reguiadoras da transcri^ao 
viral 

° Segmento 3' LTR: codifica uma proteina denominada 
fator HTLV-I bZIP (HBZ, do ingles HTLV-I basic zipper 
factor ), que estimula a replica<;ao viral e prolifera^ao 
celular. 
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Figura 9.2 Estrutura da particula viral do HTLV-I/II. gp46, glicoprotei¬ 
na de 46 kDa; gp21, glicoproteina de 21 kDa; pi9, proteina de 19 kDa; 
p24, proteina de 24 KDa. 
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Figura 9.3 Representa^ao esquematica do genotna do HTLV-I. 


Embora o HTLV-I e o HTLV-II se diferenciem, principal- 
mente no gene pX, apresentam cerca de 65% de similaridade 
genetica do genoma. Com propriedades biologicas semelhan- 
tes, agem infectando linfocitos humanos, sendo que o tipo I 
tem tropismo preferencial por linfocitos T de fenotipo CD 4 +, 
enquanto o tipo 2 por linfocitos T CD 8+. S ’ 9 Ambos tem a capa- 
cidade de integrar-se ao genoma da celula hospedeira e, nessa 
forma, recebem a denomina^ao de provirus . 10,11 

Apesar de apresentarem uma estrutura genomica comum, 
os HTLV-I e HTLV-II diferem em suas propriedades patogeni- 
cas, que sao geralmente atribuidas as proteinas transativadoras 
Tax, denominadas Tax 1 e Tax 2 , respectivamente . 12 Ambas sao 
responsaveis pela indu^ao e expressao de genes celulares e pela 
promo^ao indireta da transcri^ao do genoma proviral . 11 Esses 
efeitos da Tax podem interferir nas fun^oes da celula hospe¬ 
deira em diferentes niveis, afetando a transcri^ao e a tradu^ao 
de varios genes celulares, tais como genes de citocinas e proton- 
cogenes, que podem influenciar no desenvolvimento da infec- 
9&0 e na patogenese das doen^as associadas ao HTLV-I . 11,12 

► Resposta imunologica a 
infecgao por HTLV 

O HTLV-I, ao infectar celulas T CD4+ e levar a sintese dos 
produtos genicos anteriormente enumerados, induz resposta 
imune humoral, com produ^ao de anticorpos dirigidos ini- 
cialmente a antigenos de superficie viral (gp46, gp21) e, pos- 
teriormente, do core (pi5, pi9, p24). Ha tambem indu^ao de 
resposta do tipo celular (celulas T citotoxicas), direcionada 
principalmente a proteina Tax. Estudos detalhados dos diver- 
sos antigenos virais tornaram possivel identificar os principais 
epitopos imunodominantes para celulas B, quais sejam: 

■ As por^oes carboxilaterminal da pl9 gag e aminoterminal 
da p 15 gag de HTLV-I e HTLV-II, que apresentam sororre- 
atividade cruzada com antigenos celulares 

■ Epitopos conformacionais descontinuos da p24 gag 

■ A por^ao central da glicoproteina viral externa (gp46) e a 
regiao central da glicoproteina transmembrana (gp 21 ). 


associada ao HTLV-I (PET/MAH), mielopatia cronica des- 
crita em pacientes do Caribe 14 e, posteriormente, identificada 
no Japao . 15 Alem dessas doen^as, sindromes inflamatorias, tais 
como uveite, polimiosite, artropatias, sindrome de Sjogren e 
dermatopatias, como a dermatite infecciosa e a ictiose adqui- 
rida, diversas manifesta$oes oculares e afec^oes pulmona- 
res tambem vem sendo associadas a infec^ao por HTLV-I. 
Estudos epidemiologicos estimam o risco de adoecimento de 
individuos infectados por HTLV-I em cerca de 1 a 4% ao longo 
da vida . 15 

Ao contrario do HTLV-I, o HTLV-II nao esta associado a 
uma doen^a especifica, embora existam relatos de casos de 
mielopatias cronicas e de manifesta^oes neurologicas clinica- 
mente semelhantes as da PET/MAH em pacientes soropositi- 
vos para HTLV-II , 10,17,18 o que aponta para um possivel poten- 
cial neuropatogenico desse virus. 

Os mecanismos patogeneticos dos HTLV que determinam 
a evolu^ao da infec^ao do estado assintomatico para quadros 
hematologicos ou neurologicos clinicamente relevantes ainda 
nao estao totalmente elucidados. Contudo, estudos recen- 
tes apontam mais para maior influencia de fatores geneticos 
do hospedeiro (processos imunologicos e de transativa^ao 
genic a) do que para fatores virais, uma vez que a variabilidade 
genetica dos HTLV-I e baixa . 19 

Alem dos linfocitos T, os HTLV tambem infectam celulas 
endoteliais e fibroblastos. As proteinas codificadas pelo gene 
tax do HTLV-I (p40 ta *) e do HTLV-II (p37 tax ) desempenham 
papel importante nos processos de imortaliza^ao celular, 
oncogenese e inflama^ao. Localizadas no nucko dos linfocitos 
infectados, elas estimulam a transcri^ao de genes virais e celu¬ 
lares, sendo essenciais na transforma^ao de linfocitos. A pro- 
priedade de transativa^ao do gene tax estimula a produ^ao de 
citocinas, quimiocinas e metaloproteinases, tais como inter- 
leucina 2 (IL-2) e seu receptor (IL- 2 R), fatores de crescimento 
de colonias de granulocitos e monocitos (GM-CSF), fator 
de necrose tumoral a, proteina quimiotatica de monocitos e 
metalopreoteinase da matriz, alem de ativar protoncogenes. A 
superprodu^ao de interleucinas pode acarretar em inflama^ao 
cronica, que caracteriza doemjas como a PET/MAH . 20 

Ja na ATL, cerca de 60% dos pacientes nao expressam 
proteina Tax, e neles, a proteina HBZ foi recentemente 
implicada na prolifera^ao de linfocitos T e na indu^ao da 
leucemia . 19,21 A expressao de mRNA para HBZ e cerca de 20 a 
50 vezes menor do que o mRNA para Tax. Contudo, diferen- 
temente do mRNA para Tax, o mRNA para HBZ e consisten- 
temente expresso em celulas da ATL. Assim, age aumentando 
a prolifera^ao de celulas T , 7 mostrando-se fundamental para o 
desenvolvimento da ATL . 22 

O numero aumentado de celulas T CD4+ perifericas na 
infec^ao por HTLV-I pode erroneamente dar a impressao de 
melhora clinica em pacientes coinfectados pelo HIV- 1 , ou 
ainda, interferir na indica^ao de inicio do tratamento antir- 
retroviral . 23 Portanto, em pacientes coinfectados pelo HIV/ 
HTLV-I, esse parametro laboratorial deve ser cuidadosamente 
analisado. 


► Patogenese e manifestacoes clmicas 


Embora a maior parte dos individuos infectados por 
HTLV-I ou HTLV-II permane^a assintomatica por toda a 
vida, reconhece-se, atualmente, o papel etiologico do HTLV-I 
em alguns desfechos clinicos, tais como a leucemia/linfoma 
de celulas T do adulto (ATL), doen^a de alta incidencia no 
sul do Japao , 13 e a paraparesia espastica tropical/mielopatia 


- Leucemia/linfoma de celulas T do adulto 

A leucemia/linfoma de celulas T do adulto (ATL) e uma 
doen<~a maligna de linfocitos T maduros, associada a infec^ao 
por HTLV-I , 24 sendo que, dos portadores do virus, apenas 2 a 
3% desenvolvem ATL. Incide preferencialmente em adultos e 
apresenta-se, na sua forma aguda, clinicamente mais agressiva, 
como adenomegalia generalizada, acompanhada de hepatosple- 
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nomegalia, lesoes osteoliticas, hipercalcemia e frequentes mani- 
festa^oes cutaneas, em especial a eritrodermia. O sangue perife- 
rico de pacientes com ATL apresenta linfocitos com morfologia 
atipica, exibindo um acentuado pleomorfismo celular em rela- 
Zao ao seu tamanho, irregularidades no nucleo (multilobulado) 
e no grau de condensa^ao da cromatina nuclear. Em razao des- 
sas caracteristicas peculiares, as celulas T tipicas da ATL foram 
denominadas celulas em flor, do ingles flower celb (celulas ATL), 
conforme describe de pesquisadores japoneses 23 (Figura 9.4). 

A ATL pode apresentar-se sob diferentes formas clinicas: 

■ Aguda: com os sinais e sintomas anteriormente descritos, 
acompanhados de hipercalcemia e eleva^ao dos niveis seri- 
cos de desidrogenase lactica. Nesses casos encontram-se 
celulas ATL em numero elevado no sangue periferico 

■ Cronica: predominam quadros de linfonodomegalia e de 
hepatosplenomegalia, acompanhadas de leucocitose. A cal- 
cemia e normal, podendo-se observar eleva^ao dos niveis 
sericos de desidrogenase lactica. Celulas mononucleares 
perifericas atipicas correspondem a menos de 10% do total 
de leucocitos 

■ Indolente (smoldering): com manifesta^oes dermatologicas 
apenas. Nessa forma clinica a calcemia e os niveis sericos de 
desidrogenase lactica sao normais. Celulas ATL represen- 
tam apenas 0,5 a 3% dos leucocitos perifericos 

■ Forma linfomatosa: apresenta quadra de linfonodomegalia 
e sem linfocitos atipicos circulantes. 

A prolifera^ao leucbmica da ATL e predominantemente 
monoclonal, com celulas de fenotipo CD3+, CD4+, CD25+, 
HLA-DR+. Essa neoplasia hematologica apresenta mau prog¬ 
nostic, especialmente quando se apresenta sob a forma aguda 
ou linfomatosa. 

- Paraparesia espastica tropical/mielopatia 
associada ao HTLV-I 

A paraparesia espastica tropical/mielopatia associada ao 
HTLV-I (PET/MAH) e definidacomo uma doen^a neurologic a 
degenerativa que provoca desmieliniza^ao cronica progressiva 
da medula espinal (Figura 9.5). Exterioriza-se clinicamente 
como paresia espastica com libera^ao piramidal, preferencial- 
mente em membra s inferiores. Em geral, a doen^a tern inicio 
insidioso, acomentendo de 1 a 2% dos portadores de HTLV-I, 
afetando mais mulheres do que homens, geralmente entre a 
quarta e quinta decadas de vida. 24 Pode manifestar-se, entre- 
tanto, na adolescencia, em casos de infec^ao por transmissao 
vertical. 



Figura 9.4 Celulas leucemicas caracteristicas da ATL - celulas em flor, 
do ingles flower cells (400x). Cortesia de Jain e Prabhash, 2010. 26 



Figura 9.5 Desmieliniza^ao medular provocada pelo virus HTLV-I. 
A. Individuo sadio. B. Paciente com PET/MAH. Cortesia de Montanhei- 
ro, 2007. 27 

O quadra paraparetico e comumente acompanhado de dis- 
turbios esfincterianos (reten^ao urinaria e/ou fecal), disturbios 
sensoriais discretos, dificuldades para deambular e intensa 
fraqueza muscular. 14 Na investiga^ao diagnostica complemen- 
tar dos pacientes acometidos pela PET/MAH, encontram-se, 
ainda, rea^oes imunolbgicas positivas para infec^ao por 
HTLV-I tambem no liquor. A evolu^ao lenta e progressiva do 
quadra neurologico pode provocar incapacidade fisica, com 
restri^ao a cadeira de rodas em alguns casos. 

► Epidemiologia 

■ Infeqoes por HTLV no mundo 

As infec^oes pelos virus HTLV-I e HTLV-II tern sido descri- 
tas em diversas regioes do mundo, com varia^oes significativas 
de soroprevalencia de acordo com a area geografica, o grupo 
etnico e o comportamento de risco da popula^ao. Em geral, 
dados de preValencia de infec^ao por HTLV-I/II no mundo 
sao obtidos em inqueritos epidemiologicos entre candidatos a 
doador de sangue, gestantes, individuos com sintomas relacio- 
nados com a infec^ao viral e seus parentes, populates nativas 
e usuarios de drogas ilicitas injetaveis (UDI). Ha poucos rela- 
tos de taxas de prevalencia na popula^ao geral. 

O HTLV-I tern distribui^ao geografica esparsa, com soro- 
prevalencias mais elevadas em popula^oes de ilhas do sul do 
Japao (18% da popula^ao adulta apresenta anticorpos anti- 
HTLV-I circulantes); 28 em ilhas do Padfico, como Melanesia 
e Australia (1,7 a 14%); 29,30 nas regioes central e ocidental 
da Africa (Camaroes, Costa do Marfim e Mozambique) (la 
10%); 31 ’ 32 nas Americas Central e do Sul; 33 e, ainda, em ilhas 
do Caribe (3,9% em negros de Trinidad-Tobago, 34 4,25% em 
Barbados, 5 a 6% na Jamaica) 35 (Figura 9.6). As maiores taxas 
de infeczao ocorrem entre individuos com menor condi^ao 
socioeconomica e escolaridade, e aumentam progressivamente 
com a idade desses individuos. 

Ja o HTLV-II tern sido encontrado entre UDI (la 50%), 
tanto de regioes urbanas dos EUA 37 como de paises europeus 38 
e da America do Sul, 39,40 sendo tambem prevalente em nativos 
da Africa, pigmeus da Republica de Camaroes e Zaire 41,42 e em 
populates indigenas das Americas do Norte e do Sul, 43 com 
taxas que variam de 5 a 30%: indios Seminoles na Florida, 46 
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Antartida 

■ Patses com alias taxas de prevalence para HTLV-I 

Passes com altas taxas de prevalence intermediate para HTLV-I 

Figure 9.6 Epidemiologia global do HTLV-I. Adaptada de Proietti, 2010. 36 


Navajos e Pueblos no Novo Mexico; 4 ' indios Guaymis no 
Panama; 48 indios Caiapos e Krahos no Brasil; indios Wayuus e 
Tunebos na Colombia; 50 indios Tobas e Matacos na Argentina 51 
e em indios Pume na Venezuela. 52 

- Infeqoes por HTLV no Brasil 

Estimativas com base em estudos de soroprevalencia em 
doadores de sangue e em popula^ao geral apontam o Brasil 
como o pais com o maior numero absoluto de individuos soro- 
positivos para HTLV-I/II no mundo, com cerca de 2,5 milhoes 
de pessoas infectadas. 36 

O HTLV-I foi identificado pela primeira vez no Brasil em 
1986, em imigrantes japoneses provenientes de Okinawa, que 
residiam na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. 33 


Desde entao, diversos inqueritos epidemiologicos apontam 
as Regioes Norte e Nordeste como as que apresentam maior 
numero de infectados por HTLV-I/II no pais. 

Estudo realizado com doadores de sangue de varias cida- 
des do Brasil mostrou que a maior prevalencia da infec^ao 
por HTLV-I/II foi encontrada no Maranhao (10/1.000) 
e a me nor, em Santa Catarina (0,4/1.000). 54 A cidade de 
Salvador, na Bahia, apresenta a maior prevalencia de infec- 
^ao por HTLV-I na popula^ao geral (1,3 a 1,8%), 55 sendo esta 
atribuida a concentra^ao de popula^ao negra, descendente 
de escravos africanos, encontrada naquela localidade. Ja o 
HTLV-II apresenta alta prevalencia na Amazonia brasileira, 
principalmente em popula^ao indigena, e em UDI de areas 
urbanas de to do o pais, principalmente os infectados pelo 
HIV-1 (Quadro 9.1). 


Quadro 9.1 ■ Prevalencia de infeqao por HTLV-I/II descritas em alguns estudos oonduzidos com diferentes populates das varias 
regioes do Brasil. 


Regiao 

Cidade (UF) 

Popula^ao 

N 

Prevalencia 

Diagnostic 

Fonte 

Sul 

Florianopolis (SC) 

Doadores de sangue 

1.200 

0,08% (HTLV-I) 

WB f 

Gaivao-Castro etal.' j] 


Londrina (PR) 

HIV+/HIV+UDI 

758/57 

0,8%/7% (HTLV-I) 
4,9%/43,8% (HTLV-II) 

WB 

Morimoto efo/. 53 

Centro-Oeste 

Campo Grande (MS) 

Imigrantes japoneses 

147 

6,8% (HTLV-I) 

— 

Kitagawa etal. a 


Esta do do MS 

Gestantes 

32.512 

0,1% (HTLV-I/II) 

WB/PCR 

Figueiro-Filhoe/tr/. 59 


Campo Grande (MS) 

Gestantes 

116.689 

0,13% (HTLV-I/II) 

WB/PCR 1 

Dal Fabbro etalP 

Sudeste 

Sao Paulo (SP) 

Doadores de sangue 

17.063 

0,15% (HTLV-I) 

0,03% (HTLV-II) 

WB/PCR 

Ferreira etal . 61 


Rio de Janeiro (RJ) 

Doadores de sangue 

1.200 

0,33% (HTLV-I) 

WB 

Gaivao-Castro etal. 57 


Sao Paulo (SP) 

Doadores de sangue 

351.639 

0,3% (HTLV-I/II) 

WB | 

Seguradoefo/. 62 


Sao Paulo (SP) 

Doadores de sangue 

18.169 

0,1% (HTLV-I) 

0,07% (HTLV-II) 

WB 

Sabinoefo/. 63 


Sao Paulo (SP) 

HIV+/HIV+UD! 

533/89 

4%/11,2% (HTLV-I) 
6,1%/16,8% (HTLV-II) 

WB 

Caterino-de-Araujo etal . 54 


Botucatu (SP) 

Gestantes 

913 

0,1% (HTLV-I) 

WB 

Olbrich NetoeMeira 65 


Santos (SP) 

HIV+/HIV+UD! 

499/119 

6%/15,9% (HTLV-I) 
7,4%/21% (HTLV-II) 

WB 

Etzel et a !. 66 


Continua 
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Quadra 9.1 • Prevalence de infeqao por HTLV-l/ll descritas em alguns estudos conduzidos com diferantes populates das varias 
regioes do Brasil (contimia$ao). 


Regiao 

Cidade (UF) 

Popula^ao 

N 

Prevalencia 

Diagnostico 

Fonte 

Nordeste 

Recife (PE) 

Doadores de sangue 

1.200 

0,33% (HTLV-I) 

WB 

Galvao-Castroefo/. 57 


Salvador (BA) 

UDI 

216 

25,12% (HTLV-I) 

10,08% (HTLV-II) 

WB 

Dourado etal. 67 


Salvador (BA) 

Gestantes 

6.754 

0,84% (HTLV-I) 

WB/PCR 

Bittencourt et tr /. 68 


Salvador (BA) 

Populagao geral 

1.385 

1,76% (HTLV-I) 

WB 

Dourado etal. ss 


Joao Pessoa (PB) 

Lactantes 

1.033 

0,68% (HTLV-I) 

PCR 

Pimenta et at.® 

Norte 

Belem (PA) 

Populate geral 

— 

1,61% (HTLV-I/II) 

- 

Carneiro-Proietti etal. 1 - 


Kubenkokre (AM/PA) 

Tribo indigena 

107 

37,4% (HTLV-II) 

WB/PCR 

Ishakeffl/. 71 


Belem (PA) 

HIV+ 

117 

1,71% (HTLV-I) 

3,42% (HTLV-II) 

PCR 

Laurentino et a!. 71 


Adaptado deCosta, 2010/* 


- Mecanismos de transmissao 

Os HTLV sao transmitidos pelo contato com sangue conta- 
minado, por meio da transfusao de hemocomponentes celula- 
res, por rela^ao sexual, mais eficazmente do homem infectado 
para sua parceira, e, principalmente, pelo aleitamento materno 
prolongado, com transmissao vertical (de mae para filho) ou 
transmissao horizontal (maes de leite). 

Em popula^oes endemicas, os modos de transmissao ver¬ 
tical e sexual sao as mais frequentes vias de aquisi^ao desses 
virus, e em UDI, principalmente infectado s pelo HIV, pelo uso 
compartilhado de agulhas e seringas contaminadas. 

O risco de transmissao transfusional de HTLV-I ou HTLV-II 
e estimado em aproximadamente 60%, o que torna a triagem 
sorologica dessa infec^ao uma etapa crucial para garantir a 
seguran<;a dos procedimentos hemoterapicos . 73 Desse modo, 
atento ao risco de transmissao sanguinea, o Ministerio da Saude 
(MS) do Brasil, em sua Portaria n 2 1.376, de 19 de novembro de 
1993, tornou obrigatoria a triagem sorologica da infec^ao por 
HTLV em candidatos a doador, por meio da pesquisa de anti- 
corpos anti-HTLV-I/II em bancos de sangue de todo o pais . 74 A 
janela imunologica na infec^ao por HTLV-I adquirido por via 
transfusional e de 51 dias (36 a 72 dias; intervalo de confian^a 
de 95%), porem a do HTLV-II e desconhecida. 

No estado do Mato Grosso do Sul, desde 2002, foi instituido 
o Programa de Prote^ao a Gestante, que inclui a solicita 9 ao de 
teste sorologico para HTLV-I/II no pre-natal como estrategia 
para controle de transmissao materno-infantil dessa infec^ao 
viral . 59 Em Minas Gerais, a Lei n 2 17.344 dispoe que os servi- 
90 s de saude publica devem realizar testes sorologicos para o 
diagnostico de infec 9 ao por HTLV-I/II em casos com sintoma- 
tologia clinica sugestiva e em todas as gestantes no pre-natal. 
Inclui ainda, o aconselhamento clinico e familiar, bem como o 
tratamento do infectado . 75 

► Diagnostico 

O diagnostico laboratorial de infec 9 ao por HTLV-I ou II e 
recomendado nas seguintes situa 9 oes clinicas: 

■ Diante de um paciente que apresente sintomas e/ou sinais 
sugestivos de ATL ou PET/MAH, para confirma 9 ao da 
hipotese diagnostica clinica 


■ Na triagem diagnostica de individuos expostos aos HTLV, 
como, por exemplo, em comunicantes familiares ou parcei- 
ros sexuais de portadores dessas infec 9 oes 

■ Na triagem compulsoria de doadores assintomaticos de 
sangue ou orgaos 

■ No rastreamento de gestantes durante o pre-natal com vis¬ 
tas a preven 9 ao da transmissao vertical. 

Considerando que a prevalencia da infec 9 &o pelos agentes 
pesquisados varia sensivelmente nas diferentes situa 9 oes ante- 
riormente enumeradas, cabe enfatizar que o valor preditivo 
dos testes diagnosticos tambem sera distinto, exigindo sempre 
a realiza 9 ao de testes confirmatorios para correta elucida 9 ao 
do estado sorologico do individuo pesquisado. 

Basicamente, o diagnostico laboratorial de infec 9 ao por 
HTLV-I/II se da pela detec 9 ao de anticorpos especificos, volta- 
dos a constituintes antigenicos das diferentes por 9 oes do virus 
(core e envoltorio) no soro/plasma e/ou pela pesquisa de seg- 
mentos de DNA proviral em celulas do sangue periferico. Em 
vista dos prognosticos muito diferentes associados as infec- 
9 oes por HTLV-I e II, e fundamental que os testes diagnos¬ 
tics sejam capazes de distinguir a infec 9 ao pelos dois virus, 
no contexto de confirma 9 ao sorologica, de aconselhamento ao 
infectado e na pratica da rotina clinica . 72 

- Testes de triagem sorologica 

Como ate a presente data nao foram descritas evidencias 
sorologicas de clareamento viral, a presen 9 a de anticorpos 
anti-HTLV significa persistencia de infec 9 &o por esses virus, 
apresentando, portanto, valor diagnostico. 

Os testes de aglutina 9 ao de particulas (PA), que pesquisam 
anticorpos encontrados no soro de individuos infectados, tern 
sido utilizados em inqueritos epidemiologies e, em alguns 
paises, como testes de triagem e confirmatorio, simultanea- 
mente. No Japao, onde a infec 9 ao por HTLV-I e endemica, 
a utiliza 9 &o da rea 9 &o de PA mostra-se suficiente, em razao 
da sua alta sensibilidade, rapidez e facilidade de execu 9 ao /7 
(Figura 9.7). 

Os ensaios imunoenzimaticos (EIA ou ELISA) tambem sao 
uteis para detectar anticorpos anti-HTLV. Em 1988, a Food 
and Drug Administration (FDA) dos EUA licenciou o pri- 
meiro kit de EIA para a detec 9 ao de anticorpos dirigidos ao 
HTLV-I / 8 Desde entao, os EIA passaram por varias modifi- 
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Amostras HTLV-negativas 
(sem aglutinagao) 



Amostras HTLV-positivas 
(com aglutinagao) 





Figure 9.7 Reagao de aglutinagao em placa de microtitulagao. 


cagoes em sua composigao anti genie a e formato, com vistas 
a aprimorar sua sensibilidade e especificidade para detectar 
infecgao por HTLV-II. 79 

Os testes EIA iniciais continham lisado viral de HTLV-I (l a 
geragao) e a semelhanga entre os genomas do HTLV-I e II pos- 
sibilitava sua utilizagao na triagem sorologica da infecgao por 
HTLV-II. 80 No entanto, a sensibilidade nao se mostrava ade- 
quada, apesar de haver sororreatividade cruzada entre ambos 
os tipos de HTLV. Assim, esses testes foram substituidos 
por ensaios que, alem do lisado viral de HTLV-I, continham 
proteinas recombinantes e/ou peptidios sinteticos de HTLV-I 
e II (2- geragao) em seu substrata antigenico. Mais recente- 
mente foram desenvolvidos testes no formato sanduiche, que 
contem apenas proteinas recombinantes e peptidios sinteticos 
de HTLV-I e HTLV-II (3 a geragao) (Quadra 9.2). 


Mesmo apos essas modificagoes, varios estudos conduzidos 
na America do Sul apontaram deficiencias dos EIA comercial- 
mente disponiveis no comercio para a detecgao principalmente 
de HTLV-II, na maioria, em pacientes com HIV/AIDS. 40,82 " 84 

- Testes confirmatorios 

Dado que os metodos de triagem sorologica para HTLV-I/ 
II citados anteriormente apresentam deficiencias e frequentes 
resultados falso-positivos, o diagndstico confirmatario dessas 
retroviroses faz-se necessario. 

Ainda, como o diagnostico discriminatorio entre o HTLV-I 
e o HTLV-II e de suma importancia para o aconselhamento 
e direcionamento da conduta clinica frente ao paciente, em 
paises em que ambos sao endemicos e onde os isolados virais 


Quadro 92 • Descrigao das modificagoes ocorridas na composigao antigenica e formato de alguns kits de EIA utilizados na triagem sorologica 
da infecgao por HTLV-I/II ao longo do tempo. 


Geragao 

Kits 

Antigeno 

Conjugado/substrato 

EIA V- (1991) 

RETROTEK HTLV-I 

Lisado viral de HTLV-I 

Anti-igG 

Fosfatase/N PP 


HEMOBIO anti-HTLV-l 

Lisado viral de HTLV-I 

Anti-igG 

Peroxidase/TMB 


PLATELIA® HTLV-I 

Lisado viral de HTLV-I 

Anti-igG e anti-IgM 

Peroxidase/OPD 

EIA 2? (1992) 

UB1 HTLV-I + II 

Peptidio sintetico Env HTLV-I e II 

Anti-igG 

Peroxidase/OPD 


VIRONOSTIKA® HTLV-I/II 

Lisado viral de HTLV-I e II + p21 E de HTLV-I 

Anti-igG 

Peroxidase/TMB 

EIA 2 a (1995) 

HEMAGEN HTLV-I + II 

Lisado viral de HTLV-I + gp46 e p21E 

Anti-igG e anti-IgM 

Peroxidase/TMB 

EIA 2 a (2006) 

BioELISA HTLV-I + II 

Antigenos recombinantes de HTLV-I e II 

Anti-igG e anti-IgM 

Peroxidase/OPD 

EIA 3 a (1999) 

ORTHO® HTLV-I/HTLV-II 

Antigenos recombinantes (im/core) de HTLV-I e II 

Proteinas recombinantes^/^ 
Peroxidase/OPD 

EIA 3 fl (1999) 

MUREX® HTLV-t 11 

Peptidio sintetico gp46 de HTLV-I e II + gp21 HTLV-II 

gp46 HTLV-I e 1! -f gp21 HTLV-I 
Peroxidase/TMB 


Adaptado de Caterfno-de-Araujo, 2003.®' 
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podem divergir dos isolados empregados na compo sigao dos 
kits utilizados, ha necessidade de se verificar qual o melhor 
teste confirmatory para ser utilizado no diagnostico. 

Testes confirmatorios sorologicos 

Amostras reagentes a triagem de infecgao por HTLY 
podem ser confirmadas por diversos ensaios sorologicos, tais 
como Western blot (WB), imunofluorescencia indireta (IFI), 
radioimunopreciptag ao (RIPA) ou imunoensaio de linha 
(INNO-LIA), ou ate mesmo, por imunoquimioluminescencia 
(ARCHITECT rHTLV-I/II). 

O teste de IFI para pesquisa de HTLV baseia-se na incu- 
bagao dos soros a serem testados com antigenos dos virus em 
celulas infectadas fixadas em laminas de vidro e visualizadas 
por leitura em microscopio de fluorescencia. Embora seja um 
teste de baixo custo, cuja sensibi i idade e especificidade sao 
altas, apresenta problemas operacionais, que dificultam sua 
utilizagao na rotina diagnostica, como: 

■ Necessidade de manutengao de linhagens celulares infecta¬ 
das por HTLV 

■ Necessidade de equipamentos especiais como microscopio 
de fluorescencia 

■ Cabines e salas com niveis de biosseguranga 2 e 3 

■ Tecnicos altamente treinados para a leitura do ensaio. 

Ainda, em uma reagao positiva, o resultado indica apenas a 
presenga de anticorpos contra HTLV, sem distinguir se foram 
induzidos por infecgao causada por HTLV-I ou HTLV-II. Ja o 
ensaio de RIPA e cada vez menos utilizado na rotina diagnos- 
tica, particularmente em razao do emprego de isotopos radioa- 
tivos, apesar de ser um metodo bastante sensivel e especifico. 

Outro metodo promissor, recentemente desenvolvido para 
o diagnostico confirmatorio de infecgao pelos HTLV, baseia-se 
no principio de imunoquimioluminescencia. O ARCHITECT 
rHTLV-I/II e um sistema automatizado para detecgao de anti¬ 
corpos anti-HTLV-I/II, que utiliza proteinas recombinantes e 
peptidios sinteticos com metodo imunoenzimatico tipo duplo 


sanduiche. Estudos preliminares mostram que o teste e alta¬ 
mente sensivel e especifico . 85 

Embora todas as tecnicas empregadas apresentem limita- 
96 es e nao haja um teste padrao-ouro para o diagnostico con¬ 
firmatorio de infec^ao por HTLV-I/II, o ensaio de WB desta- 
ca-se como o teste mais utilizado no Brasil e no mundo. 

Assim como os EIA, os testes confirmatorios de WB tern 
sido modificados com o passar dos anos. Ao WB foram incor- 
poradas glicoproteinas recombinantes do envelope do HTLV-I 
e HTLV-II (MTA-l/rgp46-I e K-55/rgp46-II, respectiva- 
mente), bem como a proteina recombinante transmembrana 
GD 21 compartilhada entre HTLV-I e HTLV-II, o que acar- 
retou menor frequencia de rea^oes inespecificas, reduzindo 
o numero de resultados falso-positivos encontrados e confe- 
rindo maior especificidade ao teste (Figura 9.8 ). 86,87 

No entanto, mesmo apos tais modifica^oes, diversos estu¬ 
dos tem mostrado que a ultima versao do WB (HTLV Blot 2.4, 
Genelabs® Diagnostics, Singapore), ainda apresenta um grande 
percentual de resultados soroindeterminados , 40,88,89 em fre- 
quencias variando de 0,5% entre doadores de sangue a 7,05% 
em popula^ao de risco . 90,91 Esses achados chegam a ser mais 
frequentes do que os resultados comprovadamente positives, 
tanto em paises localizados em regioes nao endemicas, como 
nos EUA (0,027% positives e 0,14% indeterminados ), 92 como 
tambem em regioes consideradas endemicas, tais como o Brasil 
(0,03% positivos e 0,14% indeterminados ) 62 e outros paises do 
Caribe, Guadalupe (0,2% positivos e 0,4% indeterminados ) 93 e 
Martinica (0,4% positivos e 0,5% indeterminados ). 90 Na Africa, 
estudos conduzidos na Republica de Camaroes ja mostraram 
taxas populacionais de sororreatividade indeterminada iguais 
ou superiores a 11%. 94,95 

O ensaio de WB para HTLV-I/II anteriormente citado, alem 
de teste diagnostico confirmatorio, serve tambem como teste dis¬ 
criminatory, pois pesquisa anticorpos circulantes voltados para 
epitopos nao compartilhados entre os dois tipos de HTLV, possi- 
bilitando assim identificar o tipo viral responsavel pela infec^ao. 
Os antigenos virais utilizados sao obtidos a partir de culturas de 



Figura 9.8 Esquema das modiftca^oes ocorridas na composigao antigenica do ensaio de Western blot utilizado na confirmagao sorologica da 
infeegao por HTLV-I/II ao longo do tempo. Adaptada de Caterino-de-Araujo, 2008. 81 
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celulas infectadas, que, por meio de uma eletroforese em gel de 
poliacrilamida, tem suas respectivas proteinas virais separadas 
de acordo com seu peso molecular. Esse material e, entao, trans- 
ferido para uma membrana de nitrocelulose, que e cortada em 
tiras. A analise por WB e, na verdade, uma varia^ao da rea^ao 
de ELISA: quando expostas ao soro do paciente infectado, as 
proteinas imobilizadas capturam os anticorpos especificos do 
virus, e essa liga^ao pode ser visualizada com um anticorpo anti- 
humano conjugado a uma enzima. A tecnica revela as protei¬ 
nas reconhecidas pelo soro do paciente e a sororreatividade aos 
antigenos tipo-espedficos distingue os individuos infectados 
por HTLV-I daqueles infectados por HTLV-II. Porem, nos casos 
em que o WB nao for capaz de confirmar a infec^ao pelos HTLV 
e apresentar resultados indeterminados, ou, ainda, quando nao 
puder identificar o tipo viral responsavel pela infec^ao (padrao 
HTLV nao tipado), ha a necessidade de se recorrer as tecnicas 
laboratoriais de biologia molecular para esse fim. 76 

A Figura 9.9 ilustra as bandas que podem ser visualizadas 
no teste de WB para a pesquisa de infec^ao por HTLV-I/II e os 
criterios de interpreta^ao da tecnica, segundo recomenda^oes 
do fabricante do kit diagnostico. 
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Figura 9.9 Padrao de reatividade do Western blot (HTLV Blot 2.4, Gene- 
labs), segundo criterios do fabricante. Interpreta^ao dos resultados: Ne- 
gativo - nenhuma reatividade para as bandas espedficas do HTLV-I/II; 
HTLV-I soropositivo - reatividade para bandas dos genes gag (pi 9 com 
ou sem a p24) e env (GD21 e rgp46-l); HTLV-II soropositivo - reatividade 
para bandas dos genes gag (p24 com ou sem a pi 9} e env (GD21 e rgp46- 
il); HTLV-! e HTLV-II soropositivo - reatividade para bandas dos genes 
gag (p24 e p19) e env (GD21,rgp46-l e rgp46-!l); HTLV-positivo, mas nao 
tipado - reatividade para bandas dos genes gag (pi 9 e p24) e env (GD21 }; 
indeterminado - reatividade para bandas espedficas do HTLV, mas nao 
preenchem os criterios de positividade para o HTLV-l ou HTLV-II ou HTLV; 
amostras representativasdealguns padroes indeterminados - indetermi¬ 
nado 3 -todas as bandas, exceto rgp46-l, rgp46-l! e GD21; indeterminado b 

- GD21, p24; indeterminado c - GD21 (TL) e rg p46-l I; TL -tra^os leves; CS 

- controle da qualidade do soro. Adaptada de Costa, 2010. 56 


A elevada frequencia de resultados indeterminados pelo 
WB acarreta intensa inseguran^a para o paciente e seus fami¬ 
liar es. Alem disso, compromete significativamente, sob o 
ponto de vista epidemiologico, a estimativa da prevalencia de 
infec^ao por HTLV-I/II na popula^ao e, sob o ponto de vista 
clinico, o aconselhamento e a assistencia ao paciente. 

Embora estudos conduzidos em areas nao endemicas 
para a infec^ao por HTLV tenham demonstrado que padroes 
indeterminados ao WB, em geral, nao correspondem a casos 
verdadeiramente positivos a infec^ao, 96 o mesmo parece nao 
ocorrer em regioes endemicas ou em populates mais susce- 
tiveis a infec^ao. 40,97,98 

Amostras soroindeterminadas ao WB com resultados com- 
provadamente negativos a infec^ao pelos HTLV, quando sub- 
metidas a outros testes confirmatory s (sorologicos e/ou mole- 
culares), podem ser decorrentes de reatividade cruzada por 
coinfec^ao com outros virus e/ou parasitas. 99-101 Resultados 
indeterminados podem ainda ser decorrentes de infec^oes por 
cepas variantes de HTLV que apresentam muta^oes genomi- 
cas em segmento(s) do DNA proviral que codificam os pepti- 
dios imunodominantes contidos no susbstrato antigenico do 
teste. 102,103 Por outro lado, amostras indeterminadas ao WB 
que resultam positivas nos testes moleculares podem repre- 
sentar casos de infec^ao recente, ainda em fase de sorocon- 

i on 

versao. 

Para minimizar as limita^oes do WB, um teste semelhante 
foi desenvolvido posteriormente, o Immunoblot, com a vanta- 
gem de conter apenas proteinas espedficas, e, por isso, apre- 
senta melhor poder discriminatory, com menor percentual 
de resultados indeterminados. 63,104 No entanto, sua utiliza^ao 
tem sido raramente descrita, pois, assim como o WB, tem 
custo bastante elevado. 

Diagnostico moiecuiar 

A pesquisa de genomas (pro)virais por testes molecula¬ 
res vem se tornando a principal ferramenta para a detec^ao 
e a identifica^ao de diver so s virus em laboratories de todo o 
mundo. Sendo assim, como nova alternativa para o diagnos¬ 
tico confirmatory e discriminatory da infec^ao pelos HTLV, 
ensaios moleculares de amplifica^ao genomica como a rea^ao 
em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR em tempo real tem 
sido utilizados. 88,105 ” 107 Alem disso, as rea^oes de PCR tam- 
bem tem sido uteis no diagnostico precoce da transmissao 
materno-infantil, pois, nesses casos, os resultados das provas 
sorologicas sofrem interferencia da transferencia passiva de 
anticorpos maternos. A detec^ao da infec 9 ao na fase de soro- 
conversao apos infec^ao recente tambem pode ser realizada 
com base nos testes moleculares. 108 

As tecnicas de biologia molecular empregadas com fina- 
lidade diagnostica pesquisam DNA proviral em celulas 
mononucleares do sangue periferico (PBMC), uma vez que os 
HTLV nao apresentam significativa viremia plasmatica. 109 

Os ensaios da PCR (convencional e em tempo real) 
baseiam-se na amplifica^ao exponencial de segmentos geno- 
micos do DNA proviral. Na rea^ao com finalidade diagnostica, 
tem-se utilizado iniciadores ( primers ) consensuais relacionados 
com regioes mais conservadas do genoma proviral ( pol e/ou 
tax), capazes de amplificar sequencias tanto de HTLV-I como 
de HTLV-II. No caso da PCR em tempo real utilizam-se na 
rea^ao sondas luminescentes (no sistema de detec^ao TaqMan) 
ou corantes, que se ligam a fita dupla de DNA (no sistema de 
detec 9 ao SYBR Green), possibilitando que se detecte o produto 
da amplifica 9 ao no proprio equip amento em que o ensaio esta 
sendo realizado. Na PCR convencional, apos a amplifica 9 ao, 
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ha necessidade de submeter as amostras a eletroforese em 
suporte solido (gel de agarose ou poliacrilamida) para poste¬ 
rior adi^ao das sondas e revela^ao dos amplicons. 

Por outro lado, se o interesse e identificar subtipos virais, 
os segmentos genomicos de HTLV com maior variabilidade 

genetica (LTR e env ) sao escolhidos para a amplifica^ao pela 

PCR. no-113 

Os testes moleculares sao aitamente sensiveis e especificos, 
com maior sensibilidade da PCR em tempo real. Todavia, o 
desempenho dessa tecnica depende diretamente da carga pro- 
viral de HTLY encontrada nas amostras testadas. 97,114 Com 
a finalidade de aumentar a sensibilidade da PCR convencio- 
nal, em alguns casos pode-se optar pelo emprego da tecnica 
de nested PCR, que consiste em uma segunda amplifica^ao 
genomica, a qual utiliza como molde o produto de amplifica- 
pao inicial e um par de iniciadores, localizado internamente 
a sequencia do par de iniciadores consensuais empregado na 
primeira amplificapao. Contudo, esse ensaio adicional con- 
some tempo e apresenta alto risco de contamina^ao. Por outro 
lado, em ambas as reaches de PCR (convencional e em tempo 
real), 6 fundamental incluir controles internes de rea^ao, 
como, por exemplo, iniciadores para sequencias genomicas 
de celulas eucarioticas (p-globina, HLA), que tornam possivel 
verificar as condi<;bes de amplifica^ao, minimizando os riscos 
de se obterem resultados falso-negativos. 

Para distinguir as infecqoes por HTLY-I e/ou por HTLV-II, 
utilizam-se tecnicas de hibrida^ao com sondas especfficas 
marcadas, 115 ou, ainda, a analise de polimorfismo do compri- 
mento dos fragmentos de restri^ao enzimatica (RFLP), apos 
digestao dos produtos da PCR por endonucleases, que produ- 
zem fragmentos tipo-especfficos. 40,73 ’ 116 Contudo, para mini- 
mizar etapas, em vez de se utilizarem iniciadores consensuais, 
a PCR pode tambem ser executada, empregando-se iniciadores 
especificos, capazes de amplificar exclusivamente segmentos de 
HTLV-I ou HTLV-II em cada reaqao. Nessa situaqao, o diag¬ 
nostic diferencial depende apenas da visualiza^ao dos produ¬ 
tos da PCR diretamente por eletroforese em suporte solido. 

A Figura 9.10 mostra um grafico de amplifica^ao de uma 
rea^ao de PCR em tempo real para a detec^ao do segmento 
genomico pol dos HTLV-I e HTLV-II e de albumina humana, 
utilizada como controle endogeno de rea^ao (A) e apresenta 
os produtos de amplifica^ao da nested PCR (B), seguida de 
RFLP (C), ambas para a regiao tax dos HTLV. 

No Brasil, em vista do alto custo do teste de WB e do ele- 
vado numero de soros com padrao inconclusivo (indetermi- 
nado ou HTLV nao tipado), diversos protocolos de PCR tern 
sido propostos. No entanto, carecem de padronizapao quanto 
ao segmento proviral pesquisado e quanto aos iniciadores e 
sondas empregados. 40,72,88,97 ' 118 ~ 121 

A escassez de estudos multicentricos que utilizam esses tes¬ 
tes no pais dificulta a compara^ao dos resultados obtidos. 

Algoritmos de testes laboratoriais para o diagnostico 

O Ministerio da Saude do Brasil (1998) recomenda dois 
algoritmos para o diagnostico de infec^ao por HTLV-I/II, de 
modo a contemplar as necessidades dos bancos de sangue e 
dos laboratories de diagnostico, que diferem entre si. Nas uni- 
dades de hemoterapia, as amostras de soro devem ser submeti- 
das a um unico teste de EIA que contenha antigenos especificos 
de HTLV-I e HTLV-II. Quando apresentam resultados rea- 
gentes ou indeterminados devem ser retestadas em duplicata, 
utilizando-se o mesmo kit de EIA e, em caso de novamente 
resultarem reagentes e/ou indeterminadas, devem determinar 
a exclusao do doador. Em laboratories de diagnostico, apos a 
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Figura 9.10Testes moleculares empregados no diagnostico confirma- 
torio de infec^ao por HTLV-l/tl. A. Curvas de amplificagao da PCR em 
tempo real (po/). Threshold: valorde fluorescencia ideal para discriminar 
uma amostra positiva de uma negativa na PCR em tempo real; Cf:cyc/e 
threshold. Adaptada de Costa, 2010. 56 B. Produtos de amplificagao da 
nested PCR (fox). C. Pad rao eletroforetico de prod utos de amplificagao da 
nested PCR (fox) antes e apos a digestao pela enzima Taq I na reagao de 
PCR-RFLP. M: DNA Ladder de 100 pb; CN: duplicata do controle negativo 
para HTLV-I/II; 1: duplicata do controle positivo para HTLV-I; 2: duplicata 
do controle positivo para HTLV-II; ND: produto nao digerido; D: produto 
digerido. As setas a esquerda indicam os tamanhos dos produtos ampli- 
ficados em pares de bases. Adaptada de Caterino-de-Araujo, 20Q8. 117 


triagem sorologica baseada em EIA e retestagem em duplicata 
das amostras reagentes e indeterminadas, sugere-se proceder 
ao teste confirmatorio por IFI ou WB, embora o primeiro nao 
esteja disponivel comercialmente. 

Diversos grupos de pesquisa em HTLV do Brasil e do 
mundo tern descrito dificuldades em definir o melhor algo- 
ritmo laboratorial para diagnostico de infec<;ao por HTLV, 
principalmente por HTLV-II, uma vez que dados mostram 
que nenhum teste de EIA atualmente disponivel no comer- 
cio (l a > 2 a ou 3 a gera^ao) e capaz de detectar todos os casos 
verdadeiramente soropositivos (confirmados por WB e/ou 
PCR). 40,7983 ’ 91,118 ’ 122 " 128 Corroborando esses achados, estudos 
com os testes preconizados para o diagnostico confirmatorio 
e discriminatory da infec^ao mostram que nenhum apresenta 
100% de eficiencia, quando empregado isoladamente, sendo 
os varios testes, em verdade, complementares entre si. 40,79,88,97 

Em funqao de tais limitaqoes, estudos para adequar os algo¬ 
ritmos de testes vem sendo desenvolvidos e novas condutas 
vem sendo adotadas. Para atender a popula^ao de bancos de 
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sangue, considerada de baixo risco para a aquisfean dos HTLV, 
em geral a amostra de soro e testada em duplicata por um 
unico teste de EIA que apresente alta sensibilidade (3 a gera- 
9 & 0 ). As amostras reagentes e/ou indeterminadas sao auto- 
matlcamente descartadas. Apesar do grande percentual de 
resultados falso-positivos apresentados pelos EIA de 3 a gera- 
to, candidates a doa^ao de sangue devem ser rigorosamente 
triados; portanto, o seu uso em duplicata parece ser suficiente. 
Contudo, a realiza^ao dos testes confirmatorios para HTLV e 
facultativa em bancos de sangue, e aqueles que a fazem, geral- 
mente, utilizam o ensaio de WB ou a PCR. Em sua maioria, 
os individuos sororreagentes sao encaminhados a ambulato- 
rios especializados para confirmat° diagnostica e aconselha- 
mento clinico . 63,127,129 

Em contrapartida, populates de risco para aquisfeao da 
infecto sao assistidas por laboratories de referenda, que 
t£m solicitado uma unica amostra de sangue colhida em tubo 
contendo antieoagulante, para possibilitar que a triagem e a 
confirma^ao dignostica sejam realizadas por ensaios sorologi- 
cos e moleculares a partir da mesma amostra. Para a triagem, 
recomenda-se o emprego de dois testes EIA de composite 
antigenica e formates diferentes (2 a e 3 a gera^ao). Embora essa 
medida nao minimize o numero de resultados falso-positivos 
dos EIA de 3 a gera^ao, reduz significativamente o numero de 
resultados falso-negativos. As amostras reagentes em pelo 
menos um EIA sao retestadas em duplicata pelos mesmos 
testes e as que novamente resultarem reagentes e/ou inde¬ 
terminadas devem ser submetidas aos testes confirmatorios. 
Recentemente, foi proposto novo algoritmo de testes confir¬ 
matorios para atender essa populate, que recomenda o uso 
da PCR em tempo real como teste confirmatorio, reservando a 
avalia^ao por WB somente para as amostras negativas a PCR. 
Essa medida, alem de reduzir custos, minimiza consistente- 
mente o percentual de resultados indeterminados observado 
com o WB. Contudo, somente e factivel em laboratorios equi- 
pados para realizar a PCR em tempo real. 

Monitoramento da cargo proviral 

Nas ultimas decadas, a PCR em tempo real quantitativa 
(qPCR) vem sendo empregada na pratica clinica para moni- 
torar a carga viral plasmatica em casos de infecto pelo HIV e 
pelos virus das hepatites B e C. Na infecto pelo HIV, esse mar- 
cador, que indica a intensidade da replica^ao viral, torna pos- 
sivel que seja avaliado o risco de o paciente evoluir para AIDS, 
bem como sua resposta ao tratamento antirretroviral . 130 

O advento da qPCR possibilitou a introdu^ao da automa- 
9 &o na quantifica^ao da carga proviral, o que conferiu repro- 
dutibilidade e precisao de resultados, ampliando o espectro de 
aplica^oes dos metodos moleculares e direcionando-os para 
uma aplica^ao clinica . 105,107,131,132 

No caso da infecto por HTLV a determinate da carga 
proviral vem sendo estudada quanto ao seu valor prognostico 
no monitoramento de portadores assintomaticos e de pacien- 
tes com PET/MAH . 106 - 133 ~ 136 No entanto, assim como a PCR 
convencional para o diagnostico, a qPCR tambem carece de 
padroniza^ao e de estudos multicentricos. 

A carga proviral de HTLV-I/II geralmente e medida em 
PBMC, sendo expressa em numero de copias por 10 6 PBMC. 
Esse marcador determina o nivel de integrate viral nas celu- 
las hospedeiras, ou seja, a propor^ao de celulas infectadas que 
carregam provirus, possibilitando o acompanhamento perio- 
dico da evolu^ao clinica dos pacientes infectados, uma vez 
que, como um marcador de replica^ao viral, pode indicar pos- 
siveis danos ao hospedeiro em diferentes periodos da infect®. 


Sendo assim, poderia representar um marcador de evolu^ao 
clinica para PET/MAH. 

Embora os resultados variem muito de um individuo para 
outro, e, ate, no mesmo individuo em diferentes periodos da 
infecto (flutua^ao da carga proviral ), 137 a media da carga pro¬ 
viral de HTLV-I em um portador assintomatico e significativa¬ 
mente mais baixa do que em pacientes com ATL e PET/MAH, 
principalmente nos progressores rapidos (que apresentam 
cargas 10 a 100 vezes mais elevadas ). 136,138-140 Presume-se que 
o aumento da carga proviral esteja relacionado com a maior 
resposta inflamatoria e, em consequencia, com a lesao no sis- 
tema nervoso. Entretanto, nao ha ate o momento evkfencias 
de que se possa definir um limiar de carga proviral associado 
a risco de progressao para doen^a neurologica em coortes 
de portadores assintomaticos da infecto por HTLV-I. Alem 
disso, relates mostram que, em geral, apos o estabelecimento 
da doen^a, a carga proviral pode tornar-se indetectavel em 
pacientes com PET/MAH . 132 

Alem de ser determinante na patogenese da PET/MAH, 
a carga proviral elevada de HTLV-I parece estar associada a 
outras doen^as de carater inflamatorio, como uveites 141 e artri- 
tes . 142 No contexto da ATL, carga proviral aumentada indica um 
estagio intermediario da doen^a, frequentemente complicada 
por infecto oportunista, coma parasitoses (estrongiloidiase) 
e micoses . 22 

Os individuos infectados por HTLV-II, ao contrario, exi- 
bem habitualmente cargas provirais muito baixas, fato esse 
atribuido por alguns autores a grande estabilidade genomica 
desse virus ou a sua lenta replica^ao . 131,134 Em contrapartida, 
em pacientes coinfectados com HIV-I, ha relates que mostram 
carga proviral de HTLV-II aumentada , 143,144 muito embora 
haja outro estudo que nao corroborou tais achados . 145 

A intensidade da carga proviral do HTLV tambem tern sido 
relacionada com a via de aquisfeao do virus (sexual ou verti¬ 
cal), sendo mais baixa nos individuos que adquiriram a infec¬ 
to por via sexual . 146 

Isolamento viral 

As tecnicas de isolamento viral podem tambem detectar e 
identificar o tipo de HTLV responsavel pela infecto, embora 
com menor sensibilidade, quando comparadas aos metodos 
sorologicos e de amplificato do genoma. O isolamento e reve- 
lado pela pesquisa da produto de antigenos virais, utilizando- 
se EIA para quantificar tais proteinas no sobrenadante da cul- 
tura (p24 do HTLV-I/II, por exemplo ). 147 Alem disso, pode-se 
buscar a detec^ao direta de particulas retrovirais nos cultivos, 
por ultramicro scopia, ou, ainda, pesquisar antigenos virais em 
celulas cultivadas in vitro , por imunofluorescencia direta. 

As tecnicas que apresentam melhores resultados envolvem o 
cocultivo de PBMC do paciente a ser testado com linfocitos de 
individuo nao infectado, estimulados por mitogenos (fito-hema- 
glutinina) e fatores de crescimento linfocitario, como a IL- 2. 148 

Apesar de ser a mais classica tecnica de diagnostico viroJo- 
gico e de tornar possivel a obten^ao e a manuten^ao do virus 
para estudos posteriores, o isolamento viral apresenta limita- 
^oes operacionais no que se refere a: longo tempo necessario 
para a obten^ao dos resultados; custo elevado, pois requer 
infraestrutura laboratorial sofisticada com nivel de biossegu- 
ran^a adequado para ser executada; problemas de frequente 
contaminato dos cocultivos por bacterias e/ou fungos; e 
sensibilidade comprometida em casos de pacientes com baixa 
carga viral. Considerando tais limitates, sua utiliza^ao tern 
sido restrita a laboratorios de pesquisa, nao se aplicando a 
rotina diagnostica. 
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► Introdu^ao 


O virus Epstein-Barr (EBV> do ingles Epstein-Barr virus) e 
o agente causal da slndrome de mononucleose infecciosa (MI) 
caracterizada por febre, faringite e linfadenopatia. Alem dessa 
apresenta^ao classica, a infec^ao primaria pelo EBV pode 
manifestar-se de modo atipico em lactentes, idosos e pacientes 
imunodeficientes, e, assim, ser confundida com outras infec- 
^oes. O EBV, tambem chamado de herpes-virus humano 4 
(HHV-4), e muito antigo e, provavelmente, evoluiu com seus 
diferentes hospedeiros ao longo dos ultimos 9/10 milhoes de 
anos. 1 Com habilidade de estabelecer latencia e reativa^ao 
intermitente ao longo da vida do hospedeiro apos infec^ao pri¬ 
maria, causando poucos sintomas na maioria dos individuos 
infectados, o EBV tornou-se ubiquitario. Ha fortes indlcios de 
que o virus exer^a papel fundamental na patogenese de varias 
doen^as autoimunes, tais como dermatomiosite, lupus erite- 
matoso sistemico, artrite reumatoide, sindrome de Sjogren, 
esclerose multipla e diabetes melito do tipo l. 2 Outra carac- 
teristica do EBV e estar associado a varias doen^as linfoproli- 
ferativas e neoplasias, particularmente o linfoma de Hodgkin, 
o linfoma de Burkitt, o carcinoma nasofaringeo e linfomas do 
sistema nervoso em pacientes HI V-positivos. 3,4 Por esses moti- 
vos, a confirma^o laboratorial da infec^ao causada pelo EBV 
e fundamental, e, apesar dos avan^os na area da imunologia 
e do advento de tecnicas moleculares, o desenvolvimento de 
testes rapidos e especificos para o diagnostico dessa infec^ao 
ainda e um desafio para a medicina laboratorial. 

O termo mononucleose infecciosa (MI) foi criado em 
1920 para descrever uma sindrome caracterizada por febre, 
linfadenopatia, fadiga e linfocitose com predominio de celu- 
las mononucleares observada em seis pacientes. 5 No inicio da 
decada de 1930, os trabalhos de Paul e Bunnell levaram a des- 
coberta do teste para detec^ao de anticorpos heterofilos, 6 ainda 
utilizado atualmente no diagnostico da MI. Paul e Bunnell 
observaram que soros obtidos de pacientes com MI aglutina- 
vam eritrocitos de carneiro. Outros pesquisadores observaram 
que os soros desses pacientes tambem aglutinavam eritrocitos 
de outros animais (boi e cavalo) e que as proteinas responsa- 
veis por essa aglutina^ao eram glicoproteinas encontradas na 
membrana de eritrocitos de varios mamiferos. Estudos sub- 
sequentes mostraram que proteinas extraidas de eritrocitos 
bovinos apresentavam avidez ainda maior pelos anticorpos 
heterofilos do EBV. 

O nome Epstein-Barr e oriundo dos nomes dos desco- 
bridores do virus, Anthony M. Epstein e Yvonne Barr. Em 
1961, Anthony Epstein, patologista especializado em micros- 
copia, assistiu a palestra “Cincer infantil na Africa tropical 
- sindrome ate agora nao reconhecida”, proferida por Denis 
Burkitt Parsons, um cirurgiao que trabalhava em Uganda e que 
descreveu o linfoma de Burkitt pela primeira vez. Em 1963, 
uma amostra de tumor infantil foi enviada de Uganda para o 
Hospital Middlesex, a fim de se cultivarem as celulas tumo- 
rais. Particulas do virus foram, entao, identificadas em cul- 
turas de celulas. 7 As linhagens celulares foram enviadas para 
Werner e Henle Gertrude, do Hospital Infantil da Filadelfia, e 
esses pesquisadores desenvolveram testes sorologicos. 8,9 Alem 
disso, demonstraram que o virus Epstein-Barr era o agente 
etiologico nos casos de MI associados a anticorpos heterofi¬ 
los. Varias tecnicas sorologicas que envolvem o uso de antige- 
nos especificos do EBV tern surgido desde entao. Em 1984, o 
genoma da cepa B95-8 do virus foi totalmente sequenciado, o 
que facilitou, sobremaneira, o diagnostico molecular de infec- 
^oes causadas pelo EBV. 10 


► Epidemiologia e transmissao 

Os sintomas da mononucleose infecciosa (febre glandular), 
que surgem apos um periodo de incuba^ao de 4 a 7 semanas, 
geralmente incluem linfadenopatia, febre e faringite. 11 O EBV 
e encontrado na orofaringe em aproximadamente 15% de 
adultos soropositivos e a excre^ao na saliva e mais frequente 
em pacientes com MI e em pacientes imunodeficientes (trans- 
plantados, portadores do HIV). 12,13 A transmissao ocorre por 
meio de contato intimo, geralmente com secre^oes orais, de 
um individuo que esta excretando o virus. O EBV pode ser 
cultivado da orofaringe de pacientes com MI ate 18 meses 
apos a infec^ao. 

A prevalencia de anticorpos anti-EBV esta diretamente 
relacionada com o nivel socioeconomico da popula^ao estu- 
dada. Cerca de 50% da popula^ao apresenta anticorpos anti- 
EBV quando atinge 5 anos de idade, com uma taxa de soro- 
conversao elevada durante a adolescencia. 14 Em Sao Paulo, 
cerca de 80% da popula^ao ja tem anticorpos anti-EBV aos 
12 anos de idade. 15,16 

A infec^ao primaria pelo EBV tem sido considerada assinto- 
matica ou incaracteristica quando ocorre em lactentes e crian- 
^as pequenas. Sendo assim, a maior parte do conhecimento 
sobre a infec^ao primaria e derivada de estudos em adoles- 
centes portadores de mononucleose infecciosa. No entanto, 
a premissa de que a infec^ao primaria pelo EBV na infancia 
seja sempre subclinica nao e verdadeiraV Embora os sintomas 
possam ser mais amenos, a infec^ao primaria em lactentes nao 
e fundamentalmente diferente da MI da adolescencia. 18 

A excre^ao do EBV na saliva de adultos pode variar de 22 a 
90% durante um periodo de 12 meses. iy ’ 24 Nesses e em outros 
estudos, nao foi possivel detectar qualquer associa^ao entre a 
frequencia de excre^ao viral ou o nivel da carga viral na saliva 
e a presen^a do EBV em polimorfonucleares, 20,24 sugerindo 
que os fatores responsaveis pela reativa^ao do EBV na orofa¬ 
ringe sao diferentes daqueles que regem a varia^ao da carga 
viral no sangue. 

O EBV foi detectado em secre^oes do colo uterino com fre- 
quencias que variaram de 8 a 28% em adolescentes e mulheres 
adultas, e tambem foi observado em amostras de semen; 25- ' 28 
entretanto, evidencias sobre a transmissao do EBV por contato 
genital sao limitadas. Estudo realizado em popula^ao mascu- 
lina evidenciou que o EBV tipo 2 e significativamente mais pre- 
valente em homens homossexuais do que entre heterossexuais 
masculinos, estando associado ao numero de parceiros. 2y O 
modo exato de transmissao, no entanto, e desconhecido, uma 
vez que e dificil distinguir entre transmissao genital, contato 
orogenital ou pela saliva. A transmissao transplacentaria e a 
transmissao por intermedio do kite materno tem sido relata- 
das em raras circunstancias; por isso, sao considerados modos 
de transmissao de pouca relevancia medica. 30 " 32 O EBV pode 
ser transmitido por transfusao de sangue e por transplante de 
orgaos. 33-34 A transmissao do EBV e particularmente preocu- 
pante em pacientes que receberam transplantes de orgaos nos 
quais a infec^ao primaria pelo EBV constitui um importante 
fator de risco para o desenvolvimento de doen^a linfoprolife- 
rativa (PTLD) pos-transplante. 34-36 

Como o contato intimo parece ser responsavel pela maioria 
dos casos de mononucleose infecciosa, 37 a incidencia idade- 
especifica da MI pode diferir em razao de diferen^as de corn- 
portamento. Em crian^as, o haplotipo ATA na regiao pro- 
motora da interleucina 10 esta associado a niveis elevados de 
IL-10 e a idade mais tardia de aquisi^ao da infec^ao primaria 
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pelo EBV. Assim, o haplotipo ATA parece influenciar a idade 
na qual a infec^ao primaria ocorre e, talvez, o risco de o indi- 
vlduo apresentar doen^a sintomatica. 38 Estudos sobre os alelos 
do HLA deram origem a resultados conflitantes. Foi relatada 
maior frequencia de HLA-B-3501 em casos de mononudeose 
infecciosa em rela^ao aos individuo s-controle; no entanto, 
estes dados nao puderam ser reproduzidos. 11 

► Caracteristicas do virus 

O EBV pertence a familia Herpesviridae. A microscopia 
eletronica, partlculas virais apresentam nucleocapsidio hexa¬ 
gonal envolvido por envelope de estrutura complexa, sendo 
indistinguiveis de outros herpes-virus. 

O isolamento do EBV somente e posslvel em linfocitos B e 
em celulas epitehais da orofaringe de primatas, nao havendo 
produ^ao de efeito citopatico. Linfocitos B infectados in vitro 
com EBV sao capazes de proliferar continuamente, sendo 
denominados linfocitos imortalizados ou transformados; 
porem, apenas 10% dos linfocitos B expostos ao EBV em 
cultura se tornam imortalizados. 4 Apos a transforma^ao, as 
celulas progenicas passam a conter virus sob forma latente, 
capazes de produzir varios antlgenos passiveis de detec^ao por 
imunofluorescencia indireta ou hibridizaqao in situ. Os linfo¬ 
citos B transformados in vitro tem ainda capacidade de produ¬ 
zir imunoglobulinas das classes IgG, IgA e IgM. 39 

Apos replica^ao inicial em celulas da nasofaringe, nas quais 
sofrem replicaqao ativa, 40 a penetraqao do virus em linfocitos 
B se faz por meio de uma liga^ao com o receptor C3d (CD21) 
do complemento, seguida de endocitose. 41 A partir dos linfo¬ 
citos, os virus infectam outros orgaos e sistemas, produzindo 
dois tipos de infec^ao: 

■ Lltica, na qual o DNA do EBV induz a produ^ao de protelnas 

virais, ocorrendo lise de linfocitos e libera^ao de virions 

■ Nao lltica (latente), que e subdividida em quatro fases (I, II, 

III e IV ou latencia zero), de acordo com o nivel de expres¬ 
sao genica do EBV e as protelnas expressas. 

O ciclo lltico resulta da infec^ao aguda, e varias protel¬ 
nas virais sao expressas com o objetivo de produzir virions 
infectantes. Formalmente, essa fase de infecqao nao leva ine- 
vitavelmente a lise da celula hospedeira contendo virions do 
EBV. 11 O ciclo latente executa programas que nao resultam na 
produ^ao de virions. Um conjunto muito limitado e distinto 
de protelnas virais e produzido durante o ciclo latente. Estas 
protelnas incluem os antlgenos nucleares EBNA-1, EBNA-2, 
EBNA-3A, EBNA-3B e EBNA-3C, alem da EBNA-protelna 
llder (EBNA-LP), de protelnas latentes da membrana LMP-1, 
LMP-2A e LMP-2B, e finalmente de RNA (EBER). Sequencias 
que codificam ao menos 20 micro-RNA tambem sao expressas 
em celulas com infecqao latente. 11 

Na infec^ao latente, o genoma do EBV e incorporado ao 
genoma dos linfocitos do paciente permanentemente. Apos 
24 h da entrada do EBV no linfocito, podem-se detectar antl¬ 
genos nucleares (EBNA), os quais sao os responsaveis pela 
imortaliza 9 ao do linfocito. Linfocitos B imortalizados tem a 
capacidade de produzir varias imunoglobulinas policlonais. 
Anticorpos que reagem com eritrocitos de carneiro (hetero- 
filos) e outros constituem o resultado da produce de imuno¬ 
globulinas policlonais pelos linfocitos B imortalizados. Poucos 
linfocitos B infectados pelo EBV sao lisados, provocando a 
liberate de antlgenos especlficos do virus, os quais funcio- 


nam como marcadores da replica^ao viral ativa. Esses antlge¬ 
nos podem ser divididos em antlgenos de expressao precoce 
(EA) e antlgenos da capside viral (VCA). Os antlgenos preco- 
ces subdividem-se em antlgenos difusos (EA-D), detectaveis 
no citoplasma e no nucleo das celulas infectadas, e antlgenos 
restritos (EA-R), encontrados somente no citoplasma. 42 

As protelnas virais EBNA-2, EBNA-3C e LMP-1 sao essen- 
ciais para a transforma^ao celular e estao associadas ao desen- 
volvimento de tumores, enquanto a EBNA-LP e os EBER nao 
estao. A protelna EBNA-1 e essencial para a manuten^ao do 
genoma do virus. 11 Postula-se que, apos a infec^ao natural 
com EBV, o virus execute alguns ou todos os programas de seu 
repertorio de expressao genica para estabelecer uma infec^ao 
persistente. O Quadro 10.1 apresenta um resumo das protel¬ 
nas, dos genes e dos antlgenos expressos pelo EBV durante as 
fases latente e lltica da infec^ao. 

Em razao da ausdneia inicial de imunidade no hospedeiro, 
o ciclo lltico produz grandes quantidades de virions para 
infectar outros linfocitos B no interior do mesmo hospedeiro. 
Os programas de latdncia, por outro lado, sao capazes de 
reprogramar linfocitos B infectados. Eventualmente, quando 
o hospedeiro desenvolve imunidade, o virus consegue sobre- 


Quadro 10.1 ■ Protelnas, genes e antlgenos do virus 
Epstein-Barr (EBV). 


Protelna/ 
gene/a ntlgeno 

Estagio 

Descrigao 

EBNA-1 

Latente + 
lltico 

EBNA-1 e uma protelna que se liga ao local de 
origem da replica^ao do virus (oriP) no genoma 
viral e medeia a replicagao durante a divisao 
celular da celula do hospedeiro. E a unica protelna 
viral expressa durante a fase 1 de latencia 

EBNA-2 

Latente + 
lltico 

EBNA-2 e o principal transativador viral 

EBNA-3 

Latente + 
lltico 

Esses genes se ligam a protelna RBP-Jkdo 
hospedeiro 

I LMP-1 

Latente 

LMP-1 e uma protelna transmembrana essencial 
para o crescimento e a transforma^ao de celulas, 
infectadas pelo E8V 

LMP 2 

Latente 

LMP-2A/IMP-2B sao protelnas transmembrana 
que atuam bloqueando a sinaliza^ao via 
tirosinoquinases 

EBER 

Latente 

EBER-1/EBER-2 sao pequenos RNA nucleares que 
se ligam a determ inadas protelnas nucleares, 
possibilltando a ligacao ao PKR (RNA de dupla 
fita dependentes de serinas e treoninoquinases), 
inibindo sua fun;ao. EBER tambem induzem a 
produgao de IL-10, que, por sua vez, aumenta 
o crescimento celular e inibe a toxicidade de 
celulas T 

miRNA 

Latente 

Os micro-RNA do EBV sao codiftcados por dois 
transcritos, um deles localizado no gene BART 
e o outro proximo ao duster do gene BHRF1. Os 
tres micro-RNA do BHRF1 sao expressos durante 
a fase 111 de latencia enquanto o grande duster 
dos micro-RNA do gene BART e expresso durante 
a fase II de latencia. A fungao desses micro-RNA e 
ainda desconhecida 

EBV-EA 

Lltica 

Antlgeno precoce ou early antigen 

EBV-MA 

Lltica 

Antlgenode membrana 

EBV-VCA 

Lltica 

Antlgeno da capside viral 

EBV-na 

Lltica 

Nuclease alcalina 
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viver, “desligando” a maioria (ou quase todos) os seus genes, 
porem, reativando a produ^ao de novos virions de tempos em 
tempos. O equillbrio entre a reativaqao viral ocasional e a vigi- 
lancia imune do hospedeiro e alcan^ado com a remo^ao das 
celulas que ativam a expressao viral da circula^ao. A regiao de 
persistencia do EBV parece ser a medula ossea, uma vez que 
pacientes EBV-positivos que tiveram sua medula ossea substi- 
tulda pela medula ossea de doadores EBV-negativos se torna- 
ram EBV-negativos apos o transplante . 35 

Dois tipos de EBV, chamados de 1 e 2 (ou A e B), sao reco- 
nhecidos com base em diferen^as nos antlgenos nucleares e 
na habilidade de infectar linfocitos B in vitro. O EBV tipo 1 
transforma rapidamente linfocitos B in vitro, enquanto o tipo 
2 infecta os linfocitos com menor eficiencia. Sabe-se que os 
subtipos do EBV (1 e 2 ) parecem ter distribui^ao geografica 
distinta, e que a maioria dos individuos nao imunodeficien- 
tes esta infectada com subtipos especlficos. O tipo 1 e o mais 
prevalente e o mais frequentemente isolado da orofaringe de 
individuos assintomaticos. O tipo 2 e o mais prevalente em 
individuos previamente infectados com o tipo 1 e portadores 
de HIV. Pacientes imunodeficientes apresentam uma popula- 
9&0 heterogenea e mutavel de subtipos 1 e 2 do EBV . 43 

► Diagnostic laboratorial 

- Diagnostico hematologico 

As altera^oes hematologicas mais frequentes sao: 

■ Linfocitose absoluta (> 4.500) e relativa (> 50% do numero 
de leucdcitos): ocorre em cerca de 70% dos casos. A linfoci¬ 
tose atinge os nlveis mais elevados durante a segunda ou a 
terceira semana de doen^a, e, ocasionalmente, pode sugerir 
um quadro de rea^ao leucemoide. Linfocitos atlpicos sao 
muito variaveis e, embora sugestivos, nao sao patognomo- 
nicos de infec^ao pelo EBV. Outras afec^oes associadas a 
linfocitose atlpica incluem: citomegalovirose, infec^ao pelo 
herpes-vlrus- 6 , HIV, hepatites virais, rubeola, caxumba, 
toxoplasmose, linfomas, leucemias linfoides e reaqoes 
adversas a farmacos 44 

■ Neutropenia: ocorre em 60 a 90% dos pacientes e costuma 
ser autolimitada 45 

■ Trombocitopenia : 50% dos pacientes apresentam plaquetas 
< 140.000/mm 3 . 46 

Outras altera^oes comuns sao: eleva^ao dos nlveis de imu- 
noglobulinas das classes IgM, IgG e IgA e aumento das con¬ 
centrates de enzimas hepaticas . 47 

- Diagnostic sorologico 

Anticorpos heterdfilos 

O teste de Paul-Bunnell-Davidsohn ainda e bastante empre- 
gado em nosso meio, sobretudo para testar pacientes imuno- 
competentes. Este teste esta fundamentado nos mesmos prin- 
clpios anteriormente descritos que dependem da presen^a de 
anticorpos heterofilos, exceto por ser realizado em tubos de 
ensaio. Os testes de aglutina^ao rapida disponlveis comercial- 
mente apresentam sensibilidade semelhante ou ligeiramente 
superior ao teste de Paul-Bunnell tradicional, com a vantagem 
de serem executados mais rapidamente. 

Em pacientes com suspeita de infec^ao primaria pelo 
EBV, o Monospot® ou similares, tais como Monoslide® e 


Monolatex®, sao indicados como teste inicial. Se o teste for 
positivo, a realiza^ao de outros testes para a identifica^ao de 
anticorpos especlficos nao e necessaria em individuos imu- 
nocompetentes. Entretanto, se o Monospot® for negativo, os 
casos suspeitos deverao ser avaliados por meio da determina¬ 
te de anticorpos especlficos para o EBV. E importante lem- 
brar que o Monospot® e pouco util no diagnostico de MI em 
pacientes imunodeficientes, uma vez que a maior parte deles 
nao produz anticorpos heterofilos. 

Anticorpos especfficos 

Estes testes sao uteis no diagnostico de MI com anticor¬ 
pos heterofilo-negativos ( 10 % dos casos) e em casos atlpicos. 
Linfocitos B infectados com o EBV produzem varios anticor¬ 
pos especlficos, os quais podem ser detectados por imunofluo- 
rescencia ou testes imunoenzimaticos. E importante enfatizar 
que anticorpos especlficos nao devem ser valorizados no diag¬ 
nostico de MI cronica se forem encontrados em tltulos baixos 
ou moderados (VCA < 1:320 e EA < 1:40), uma vez que esses 
tltulos podem ser encontrados apos varios anos em individuos 
que tiveram infec^ao nao complicada . 48 

Cultura do virus 

Muito embora o EBV possa ser cultivado a partir de 
secre^oes orofaringeas ou de linfocitos em cerca de 90% dos 
pacientes com MI aguda, as dificuldades tecnicas associadas 
ao cultivo viral e o fato de o EBV poder ser cultivado a partir 
da orofaringe de individuos saudaveis faz com que esse teste 
apresente pouco valor cllnico . 49 

Tecnicas moleculares 

Atualmente, inumeros kits comerciais de hibridiza^ao ou 
de hibridiza^ao in situ estao disponlveis. As tecnicas de hibri- 
diza^ao tornam posslvel distinguir entre infecqao ativa ou 
latente, e ainda se o EBV e de origem monoclonal ou policlo- 
nai, porem apresentam menor sensibilidade quando compa- 
radas as tecnicas de amplifica^ao qualitativas ou quantitativas, 
as quais tambem se encontram disponlveis comercialmente e 
apresentam a vantagem de poderem ser aplicadas ao monito- 
ramento de pacientes em tratamento, o que e extremamente 
util em individuos transplantados com doenqa linfoprolife- 
rativa. Na versao RT-qPCR, isto e, analisando a expressao de 
genes que sao amplificados apos rea^ao de transcri^ao reversa 
com metodologia quantitativa, e posslvel distinguir as diferen- 
tes fases de latencia e os perlodos de reativa^ao da infec^ao 
cronica . 50,51 

Durante estudo realizado por Okay et al., 52 24 amostras de 
sangue total e de soro foram obtidas de uma crian^a de 8 anos 
de idade, que recebeu um transplante cardlaco e foi acom- 
panhada por 36 meses. Aos 5 anos de idade, a crian^a apre- 
sentou sinais e sintomas compatlveis com MI, e a sorologia 
para o EBV foi positiva para o VCA-IgM e IgG e negativa para 
EBNA-IgG. Apos 14 meses, os parametros sorologicos mos- 
travam VCA-IgG positivo, EBNA-IgG e VCA-IgM negativos; 
esse padrao sorologico persistiu mesmo durante episodios 
sugestivos de reativa^ao. A PCR amplificou um fragmento 
oriundo da glicoprotelna gp220 do EBV e o limiar de detec- 
^ao foi de 100 copias virais. Todas as 24 amostras de sangue 
total apresentaram resultados positivos por reaqao em cadeia 
da polimerase (PCR, do ingles polymerase chain reaction ), 
enquanto 12 das 24 amostras de soro foram positivas. Com 
o intuito de anal is ar se a detec^ao de EBV-DNA em amostras 
de soro poderia ser utilizada como marcador dos episodios de 
reativa^ao da infec^ao, consideramos os perlodos nos quais a 
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crian^a necessitou de interna^ao e administra^ao de antiviral 
como indicativos dos periodos de reativa^ao. A analise esta- 
tistica mostrou que houve associa^ao entre os dois parame- 
tros (PCR positiva em soro versws interna^ao e tratamento). 
Essa correla^ao foi analisada pelo teste de concordancia kappa 
(valor de r = 0,75 com p < 0,001). Concluiu-se que a detec^ao 
de EBV-DNA em amostras de soro de pacientes imunossupri- 
midos poderia ser utilizada como marcador laboratoriai de 
reativa 9 ao da infec^ao na falta de tecnicas quantitativas, tais 
como a real-time PCR (PCR em tempo real). 

O achado de DNA viral em soro de indivlduos saudaveis 
e excepcional, mas na fase aguda da MI altas cargas virais do 
EBV sao encontradas no soro da maior parte dos pacientes. O 
pico de carga viral serica e observado nos primeiros 7 dias de 
doen^a, posteriormente a carga viral e reduzida com a reso- 
lu^ao de sintomas, mas parece haver consideraveis diferen^as 
entre individuos . 33 Paralelamente ao aumento da carga viral no 
soro, a carga viral do EBV em celulas mononucleares do san- 
gue perifdrico (PBMC) aumenta durante as primeiras semanas 
de doen 9 a, e, posteriormente, declina . 54 Elevadas cargas virais, 
entretanto, sao encontradas na saliva por um periodo minimo 
de 6 meses apos o inicio dos sinais clinicos, estando associadas 
a persistencia da infectividade . 55 

Os testes moleculares tambem tern sido empregados no 
diagnostico laboratoriai da infec 9 ao cronica ativa pelo EBV 
(CAEBV), descrita pela primeira vez no final dos anos 1970 
e caracterizada pela presen 9 a de infec 9 ao cronica e recor- 
rente causada pelo EBV com sintomas semelhantes aos da 
sindrome da mononudeose infecciosa, porem com um 
padrao incomum de anticorpos anti-EBV. O quadro clinico 
e caracterizado por iinfadenopatia, esplenomegalia, pan¬ 
el top eni a, hepatite, ma absor 9 ao intestinal, pneumonite e 
uveite . 42 O padrao sorologico caracteristico inclui altos titu- 
los de VCA-IgG > 1:5.120, altos titulos do antigeno precoce 
(EA > 1:640) e baixos titulos de EBNA (< 1 : 2 ). Os criterios para 
o diagnostico da CAEBV foram sugeridos, e recentemente um 
novo conjunto de diretrizes foi proposto . 56 37 Alem do padrao 
de anticorpos que se assemelha ao da infec 9 ao aguda e e carac¬ 
terizado por altos titulos de anticorpos IgG anti-VC A e EA 
(early antigens ), com ausencia de anticorpos anti-EBNA (anti- 
genos nucleares), pacientes com CAEBV tambem apresentam 
menor numero de linfocitos CD 8 + EBV-especificos em rela- 
9 §o a pacientes com MI ou a individuos assintomaticos que 
se recuperaram de MI . 58 No entanto, pacientes com CAEBV 
apresentam cargas virais elevadas em linfocitos de sangue 
periferico e em soro . 59 

Nao ha ate o momento nenhum indicio de que o estabe- 
lecimento da CAEBV esteja associado a muta 9 oes genicas, 
incluindo o gene responsavel pela sindrome linfoproliferativa 
ligada ao X . 60 A C AEBV parece constituir um espectro de doen- 
9 as que cursam com a ativa 9 ao incomum do EBV, causando 
infec 9 oes cronicas sintomaticas com presen 9 a de anticorpos 
anti-EBV moderadamente elevados. Entretanto, podem ocor- 
rer situa 9 oes mais graves de infec 9 ao cronica ativa com anti¬ 
corpos anti-EBV extremamente elevados, expansao clonal de 
celulas T e celulas NK infectadas pelo EBV, com agravamento 
do quadro clinico, levando a pancitopenia e a insuficiencia 
hepatica, culminando com elevada mortalidade . 59,61 

Apesar de o EBV ter sido detectado em todas as popula- 
9 bes e areas do mundo , 18 foram observadas varia 9 oes geogra- 
ficas notaveis na distribu^ao dos dois principals genotipos, 
que diferem em rela 9 ao aos genes que codificam algumas das 
proteinas nucleares em celulas cronicamente infectadas . 62 
Ambos os tipos sao detectado s em todo o mundo, sendo o 


tipo 1 o mais prevalente. Em algumas regioes (Africa Central, 
Papua-Nova Guine e Alasca), entretanto, o tipo 2 e mais 
prevalente . 63,64 Supoe-se que a distribu^o geografica dos dois 
tipos de EBV reflita a prevalencia geral nas areas envolvidas . 63 
Assim, parece haver uma clara associa 9 ao entre os dois geno¬ 
tipos virais e doen 9 as especificas. 

Na maioria das areas, o encontro do tipo 2 e incomum, 
exceto em pacientes imunodeficientes, HIV-positivos e trans- 
plantados. O aumento da detec 9 ao em individuos imunode- 
ficentes tern sido explicado por um aumento da exposi 9 ao 
ao virus exogeno combinado com imunidade celular EBV- 
especifica deficiente . 63 A frequencia do genotipo 2 do EBV em 
hemofflicos HIV-positivos e comparavel a frequencia em indi¬ 
viduos saudaveis, o que indica que a imunodeficiencia, por si, 
nao e responsavel pelo aumento da detec 9 ao do tipo 2. 63 

Recentemente, em estudo realizado por Mendes et al., 66 
44 crian 9 as e adolescentes (21 pacientes transplantados de 
figado, 7 submetidos a transplante cardiaco, 5 com AIDS, 3 com 
hepatite autoimune, 2 com sindrome nefritica, 2 com aplasia 
medular, 2 com imunodeficiencias primarias, 1 com purpura 
trombocitopenica e 1 com lupus eritematoso sistemico), todos 
eles apresentando infec 9 ao cronica ativa pelo EBV (CAEBV) 
com VCA-IgM persistentemente positivo, VCA-IgG > 1:5.120 
e EBNA-IgG positivo, tiveram amostras de sangue periferico 
obtidas durante os episodios de reativa 9 ao caracterizados 
clinicamente. Amostras de DNA foram amplificadas com o 
objetivo de realizar a detec 9 ao e a tipagem de EBV (tipo 1 ou 
2 ) utilizando como alvo a sequencia que codifica o EBNA-2, 
sabendo que este antigeno nuclear do EBV e essencial para a 
imortaliza 9 ao de linfocitos B. Embora tenha-se encontrado 
um predominio do EBV tipo 1 do EBNA -2 (33/44, 75%), 
10 pacientes (22,73%) tinham o tipo 2, e um paciente trans- 
plantado de figado (2,27%) apresentava os dois tipos de EBV. 
Na popula 9 ao estudada formada por crian 9 as e adolescen¬ 
tes com imunodeficiencias primarias e secundarias, alem de 
doen 9 as autoimunes, foi encontrada maior propor 9 ao do tipo 
2 do EBV do que seria esperado para uma popula 9 ao pedia- 
trica. No entanto, em popula 9 oes de maior risco para o desen- 
volvimento de doen 9 a linfoproliferativa (PTLD) associada ao 
EBV, notadamente linfomas, tambem existe aumento da detec- 
9&0 do tipo 2 em rela 9 ao ao tipo 1 , e da coinfec 9 ao pelos dois 
tipos. Esses estudos amplificaram amostras de tumores para a 
deteC 9 ao do EBV e a tipagem, enquanto no estudo de Mendes 
et al . 66 foi testado sangue periferico de crian 9 as que ainda nao 
haviam desenvolvido tumores, porem faziam parte do grupo 
de risco. Concluiu-se que a tipagem do EBNA-2 pode ser rea- 
lizada em amostras de sangue periferico, e a alta prevalencia 
do tipo 2 na casuistica indica que essa popula 9 ao apresenta de 
fato maior risco de desenvolver PTLD, e que, por isso, deveria 
ser monitorada. 

A distribui 9 ao de polimorfismos em sequencias especificas 
do DNA do EBV tambem mostra varia 9 ao geografica, sendo 
a epidemiologia do oncogene codificado pelo gene LMP -1 do 
EBV a mais estudada. Inumeras varia 9 oes na sequencia do 
LMP -1 foram detectadas e algumas delas tern sido associadas 
a um risco aumentado de carcinoma da nasofaringe. 6/ Estudos 
indicam que sequencias variantes do LMP -1 estao associadas 
ao carcinoma de nasofaringe em areas de alta prevalencia da 
doen 9 a, tais como o Sudeste Asiatico , 68 sugerindo que a pres- 
sao seletiva positiva sobre o LMP -1 possa aumentar o poten- 
cial oncogenico do virus. 

Diferen 9 as na prevalencia e nos padroes de infec 9 ao nunca 
foram claramente associadas a origem etnica, mas foram ape- 
nas observadas como diferen 9 as no comportamento socio- 
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economico, higienico e cultural. No entanto, a distribui^ao 
diferenciada do carcinoma de nasofaringe com alta inciden- 
cia observada em esquimos do Artico e no Sudeste Asiatico 
sugere a existencia de um controle imunologico especifico do 
EBV nessas etnias, embora o mecanismo exato permane^a 
desconhecido . 69 ’ 70 

Durante a ultima decada, os metodos para detec^ao e 
quantifica^ao do EBV intra e extracelular a partir de sangue 
periferico tern melhorado significativamente. A carga viral de 
EBV em celulas mononucleares do sangue periferico (PBMC) 
e o resultado combinado do numero de celulas B infectadas 
e o numero de genomas de EBV por celula B. Um numero 
relativamente constante de celulas B infectadas (1 a 50 por 
1.000.000) esta presente no sangue periferico de um hospe- 
deiro saudavel cronicamente infectado, mas este valor parece 
variar consideravelmente em individuos de uma mesma 
popula^ao. 1 Diferen^as nos metodos de detec^ao, prepara^ao 
de amostras e unidades de medida tornam as compara^oes 
de cargas virais de EBV em diferentes estudos impraticaveis. 
Entretanto, a carga viral do EBV parece estar transitoriamente 
elevada na infec^ao primaria/ 2 Em geral, a carga viral, obser¬ 
vada em PBMC de individuos saudaveis, e baixa (<100 copias 
de DNA viral/p-g de DNA genomico humano) em compara- 
^ao a cargas elevadas observadas em pacientes transplantados 
com doen^a linfoproliferativa. 73 ’ 74 A baixa carga viral do EBV 
na maioria dos individuos assintomaticos, porem cronica¬ 
mente infectados pelo EBV, reflete a baixa frequencia de celu¬ 
las B EBV-positivas em circula^ao, enquanto as cargas virais 
elevadas na PTLD em pacientes imunossuprimidos sao o 
resultado do aumento do numero de celulas B contendo EBV 
em circula^ao/ 5 76 juntamente com o aumento do numero de 
genomas do EBV em cada celula B infectada. 7, 

A associa^ao entre a carga viral do EBV em PBMC e a res- 
posta sorologica nao e de facil compreensao. 78 Altos tltulos 
de anti-pl 8-VCA sao sugestivos de replica^ao viral Utica e 
normalmente estao associados a elevadas cargas virais, assim 
como baixos tltulos de anti-EBNA-1 IgG tambem tern sido 
associados a altas cargas virais em portadores do HIV. 73 ’ 74 
O EBV em soro ou plasma e frequentemente detectado em 
pacientes com carcinoma de nasofaringe ou PTLD, porem 
apenas muito raramente em individuos saudaveis. 79 

- Resumo da confirmagao do 
diagnostic® laboratorial 

A confirma^ao do diagnostico laboratorial em pacien¬ 
tes imunocompetentes tern sido tradicionalmente baseada 
na detec^ao de atipias linfocitarias e presen^a de anticorpos 
heterofilos, encontrados em mais de 80% de adolescentes e 
adultos com MI, 80 mas em frequencia muito mais baixa em 
crian^as pequenas com infec^ao aguda. 17 Entretanto, devemos 
lembrar que a detec^ao de anticorpos heterofilos pode ocorrer 
em outras condi^oes, incluindo a infec^ao pelo HIV, o lupus 
eritematoso sistemico e outras infec^oes virais. 81-83 A detec^ao 
de anticorpos IgM dirigidos contra o antlgeno da capside viral 
(VCA) 6 mais senslvel e especlfica, e e encontrada no inlcio 
dos sintomas. No entanto, assim como os anticorpos hetero¬ 
filos, o anti-VCA IgM e transitorio e desaparece em alguns 
meses. A detec^ao de DNA do EBV em soro ou plasma por 
meio de tecnica qualitativa ou quantitativa pode ser util para 
o diagnostico laboratorial, como exame complementar a soro- 
logia, e tambem para o acompanhamento de pacientes em tra- 
tamento. O monitoramento da carga viral do EBV em PBMC 


ou em plasma/soro por meio de tecnicas moleculares e eficaz 
na detec^ao de episodios de reativa^ao por ser mais senslvel 
que os metodos sorologicos tradicionais. Esta e a justificativa 
para que a detec^ao quantitativa do EBV em sangue, soro ou 
plasma esteja se tornando o teste de referenda e ja constitua 
o exame laboratorial mais solicitado em pacientes imunodefi- 
cientes com doen^a cronica ativa causada pelo EBV. 84 
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► Introdugao 

A primeira descri^ao da rubeola foi feita no inicio do seculo 
18 por George Maton, na Inglaterra, como sendo uma doen^a 
discreta caracterizada por exantema maculopapular, adenopa- 
tia, pouca ou nenhuma febre. O nome rubeola foi proposto 
em 1866 por Henry Veale, para designar a doen^a ate entao 
conhecida por Rotelm ou German measles, que significava 
“similar ao sarampo”. 1 

A doen^a nao despertou grande interesse, sendo consi- 
derada uma infec^ao da infancia, sem consequencias mais 
graves. A primeira descri^ao do efeito teratogenico do virus 
da rubeola (VR) foi feita em 1941, por Norman McAlister 
Gregg, em sua publica^ao Congenital cataratfollowing German 
measles in the mother. Nesse trabalho, o autor relata o subito 
aumento da catarata congenita em crian^as nascidas de maes 
que haviam sido acometidas pela rubeola no inicio da gra- 
videz, durante uma grande epidemia ocorrida na Australia. 1 
Outras anormalidades oculares, assim como alta frequencia 
de crianqas com doen^a cardiaca congenita e surdez senso¬ 
rineural, foram tambem descritas. 1,2 Atualmente, a sindrome 
da rubeola congenita (SRC) compreende um amplo espectro 
de manifesta^oes clinicas, cujo conhecimento se amplia a cada 
nova epidemia. 

O isolamento do virus em 1961 por dois grupos de inves- 
tigadores americanos possibilitou o rapido conhecimento de 
historia natural, viremia, excreqao viral, aspectos clinicos e 
resposta imunologica desta infec^ao. A maioria dos conheci- 
mentos sobre a sindrome da rubeola congenita foi adquirida 
apos grandes epidemias, como a que ocorreu em 1964 no oeste 
europeu e nos EUA, onde a rubeola congenita pode, pela pri¬ 
meira vez, ser estudada com suporte no diagnostico viral espe- 
cifico. 1 

O marco mais importante na historia da rubeola foi a 
produ^ao e o licenciamento de vacinas antirrubeola, o que 
mudou radicalmente o padrao epidemiologico desta infecqao, 
dividindo a historia da rubeola em eras pre e pos-vacina. O 
Quadro 11.1 mostra o cronograma de eventos importantes no 
controle da rubeola. 


Quadro 11.1 ■ Cronograma de eventos importantes no controle da 
rubeola e da sindrome de rubeola congenita (SRQ. 


1866 

Henry Veale propos o nome rubeola 

1941 

Norman McAlister Gregg desaeveu os efeitos teratogenicos da rubeola 
na gravidez e caracteristicas clinicas da rubeola congenita 

1961 

Identifica^ao e culture do virus 

1962-64 

Pandemia de rubeola nos EUA e na Europa 

1969 

Foram licenciadas as primeiras vacinas 

1970 

Introdu^ao de vacinagao rotineira nos EUA, para todas as crian^as, 
entre 12 e 15 meses de idade e campanha de vacinagao para criangas 
de 5 a 12 anos entre 1970. Em 1970, a Gra-Bretanha iniciou a 
vacina^ao em mulheres na idade pre-puberal 

1979 

A RA 27/3 foi escolhida como vacina adotada nos EUA 

1987-89 

Dedinio da SRC para menos de 0,1 por 100.000 nascimentos vivos nos 
EUA (queda de 99% desde a introducao da vacina) 

1992 

No estado de Sao Paulo, houve a Introducao do programa de controle 
da rubeola e da SRC, que incluia a vacina triplice viral (sarampo, 
caxumba e rubeola) no calendario vacinal de rotina aos 15 meses e 
tornava compulsoria a notifica0o da rubeola e da SRC 

2008 

Campanha nacional de vacinagao para eliminate da rubeola no Brasil 


Fonte: Cooper L l t 1985; 1 Centro deVtgilantia £pidemio16gica da Secretary da SaiJdedoEstadodeSao PauEa 1992. 3 


► Epidemiologia 

Estudos epidemiologicos da rubeola sao dificultados pela 
ocorrencia de infec$oes nao aparentes em mais da metade dos 
casos. As manifestaqoes clinicas, quando ocorrem, sao em 
geral discretas, inespecificas e nao notificadas por dispensa- 
rem cuidados medicos especiais. Alem disso, casos esporadi- 
cos de rubeola podem nao ser devidamente diagnosticados. 

Nos periodos anteriores a vacina, as epidemias eram ciclicas, 
com intervalos regulares de 5 a 9 anos, provavelmente quando 
o acumulo de individuos suscetiveis alcancava valores acima de 
15%. No entanto, epidemias de propor^oes inesperadas foram 
registradas na Inglaterra em 1940 e, nos EUA, em 1964. 4 

A popula^ao mais acometida, nos paises sem um programa 
de prevent ao, e a de crianqas entre 5 e 9 anos, sendo rara a 
ocorrencia no primeiro ano de vida. No Brasil, um estudo rea- 
lizado entre 1970 e 1983, no Rio de Janeiro, por Schatzmayr, 
verificou que 70% da popula^ao de crian^as com 9 anos de 
idade ja apresentavam anticorpos com titulos significativos no 
teste de inibi^ao da hemaglutina^ao (IHA). Nas mulheres em 
idade fertil, a soropositividade foi de 80 a 90%. 5 

- Transmissao 

Transmissao pds-natal 

A transmissao da rubeola pode ocorrer durante todo o ano, 
principalmente no inverno e na primavera. 3 O ser humano 
e provavelmente o unico hospedeiro do virus da rubeola. 6 A 
porta de entrada do virus e a via respiratbria superior, dissemi- 
nando-se em seguida aos nbdulos linfaticos regionais, por meio 
da viremia transitoria ou pelo sistema linfatico. Apos 7 a 9 dias, 
o virus e liberado na circula^ao, alcan^ando multiplos tecidos, 
inclusive a placenta. A excre^ao viral inicia-se no 9 s ao 11 s dia 
da infec^ao, principalmente pelo trato respiratorio e pelos rins, 
mas tambem pela cervice uterina, pelo trato gastrintestinal e por 
outros sitios. Laboratorialmente, o virus pode ser detectado nes- 
tes materiais, principalmente na nasofaringe, sendo isolado com 
maior frequencia entre 7 dias antes e 14 dias depois do inicio da 
doen^a. O pico da viremia ocorre do 10° ao 17° dia da infec^ao, 
imediatamente antes do exantema. O virus desaparece do san- 
gue poucos dias depois, quando os anticorpos se tornam detec- 
taveis; porem, podem persistir dentro de linfocitos e monocitos 
por 1 a 4 semanas. 7 A infec^ao e contagiosa durante o periodo 
prodromico ate cerca de 7 dias apos o exantema. Atualmente, 
por meio de tecnicas moleculares de elevada sensibilidade, a 
excre^ao viral tem sido demonstrada por periodos maiores, 
principalmente no fluido oral e no material de nasofaringe. 

Transmissao pre-natal 

A transmissao mater no- fetal pode ocorrer durante todo o 
periodo de gesta^ao, sendo mais grave no inicio da gravidez. 
Estudos realizados por Miller etal* em 258 crian^as nascidas 
de maes com rubeola sintomatica e assintomatica adquirida 
durante a gravidez mostraram as seguintes taxas de recem- 
nascidos infectados, de acordo com o periodo gestacional: 67 
a 90% no primeiro trimestre; 25 a 67% no segundo trimestre 
e 35 a 100% no terceiro trimestre. Apesar desse alto indice de 
infecqoes congenitas, as anomalias nos recem-nascidos foram 
observadas somente naqueles acometidos no primeiro trimes¬ 
tre de gravidez, como se observa no Quadro 11.2, a A causa 
da variaqao na taxa de transmissao de acordo com o tempo 
de gestaqao e desconhecida; porem, modifica^ao na estrutura 
placentaria possivelmente esta envolvida. 
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Quadra 11.2 • Taxas de infecfoes congenitas, resultantes de infeqoes maternas sintomaticas e assintomaticas, de acordo com os estagios da 
gravidez e as taxas de anomalias congenitas observadas em manias infectadas acompanhadas durante 26 meses. 


Estagio da gravidez 
(semanas) 

Numero de criangas 
estudadas 

Soropositivos (%} 

Numero de crian^as 
acompanhadas 

Risco estimado defeitos 
congenitos {%) 

Antes de 11 

10 

90 

I 9 ■ 

90 

11 a 12 

6 

67 

1 4 m 

33 

13 a 14 

18 

06 

12 

11 

15 a 16 

36 

47 1 

1 14 1 

24 

17 a 18 

33 

39 

1 10 M 

— 



34 

53 

— 

23 a 26 

32 

25 

— 

— 

27 a 30 

31 

35 

—" 

— 

31 a 36 

25 

60 ^B 

•-* 

— 

Apos 36 

8 

100 

— 

—> 

Total 

258 

45 

1 102 V 

— 

Adaptad&de Miller etal? 


Crian^as congenitamente infectadas por VR podem excre- 
tar o virus nas secre^oes respiratorias e na urina por meses ou 
anos, sendo, portanto, contagiosas durante todo esse periodo. 9 

- Prevengao | Vacinagao antirrubeola 

A imuniza^ao ativa e o unico meio eficaz de preven^ao da 
rubeola e da SRC. A vacina^ao antirrubeola, visando a pre¬ 
vent© da rubeola congenita, foi introduzida em alguns paises 
entre 1969 e 1970, imediatamente apos o licenciamento das 
primeiras vacinas. A estrategia de vacina^ao nos EUA e no 
Canada visava a elimina^ao do virus da rubeola na populate 
e, consequentemente, a prote^ao dos individuos suscetiveis. 
Este metodo, chamado indireto, tinha como popula^ao-alvo 
crian^as de ambos os sexos de 12 a 15 meses de idade. 10 O 
metodo direto, adotado a partir de 1970 na Gra-Bretanha e nos 
paises da Europa, visava a imuniza^ao seletiva da populate 
feminina na idade escolar e principalmente na idade fertil. 11 
Em 1976, a vacinat© foi estendida a todas as idades, e a preva¬ 
lence de individuos suscetiveis registrou importante queda. 

A vacina contra rubeola consiste em virus vivo atenu- 
ado por meio de passagens sucessivas em cultivos celulares. 
As primeiras vacinas licenciadas foram RA 27/3, Cendehill, 
Takahashi, Matsuura e HP-77, em 1969. 12 Em 1971, a vacina 
antirrubeola foi combinada com a de sarampo e caxumba, 
constituindo a vacina triplice viral, tambem conhecida como 
MMR, initials em ingles de measles, mumps and rubella. 
Licenciada no mesmo ano nos EUA, esta vacina contem a cepa 
RA 27/3 do virus da rubeola que tern a vantagem de apresentar 
menor frequencia de artropatias pos-vacina^ao. 3,13 Em 1982, 
a vacina triplice viral foi introduzida para ambos os sexos, e a 
imuniza^ao passou a ser feita em duas etapas: a primeira em 
torno de 1 ano e a segunda na idade escolar. 14 No periodo de 
1966 a 1988, a incidencia da rubeola registrou queda de 99%.' 1 
Contudo, entre 1989 e 1991, rubeola e SRC ressurgiram nos 
EUA, em comunidades segregadas nao vacinadas, como as de 
alguns grupos religiosos, 15 declinando novamente a taxas bai- 
xas no periodo de 1992 a 1996. 16 

No Brasil, a vacina^ao contra rubeola foi implantada gra- 
dativamente na forma de campanhas estaduais, initiando-se 
em 1992 e completada em 2000. 17 No estado de Sao Paulo, o 
Centro de Vigilancia Epidemiologica da Secretaria do Estado 


da Saude de Sao Paulo (CVE/SES) introduziu, em 1992, o 
Programa de Controle da Rubeola e da SRC, que consistia em 
uma campanha initial de vacina^ao de todas as crian^as entre 
1 e 10 anos de idade, independentemente da historia anterior 
de doen$a ou de vacina, a substitute, no calendario vacinal, 
de vacina monovalente contra sarampo pela triplice viral, apli- 
cada aos 15 meses de idade, e a notifica^ao compulsoria da 
rubeola e da SRC. 3 

A vacina triplice viral utilizada no Programa National de 
Imuniza^ao contem a cepa Wistar RA 27/3 do virus da rubeola, 
a qual e obtida a partir de um feto infectado com rubeola, 
sendo a mais utilizada no mundo. As passagens sucessivas em 
cultura de celulas atenuam o virus, que perde a sua patogeni- 
cidade, porem preservam a capacidade de replicate e a imu- 
nogenidade. 17 

A via de administrate mais eficaz e a subcutanea, embora 
a via intranasal seja tambem utilizada. 18 Niveis maximos de 
anticorpos sao observados entre ol4 Q eo21° dia apos a vaci- 
na^ao. A eficacia da vacina e muito alta e a soroconversao em 
niveis protetores ocorre entre 95 e 99% dos vacinados. A vaci- 
na^ao confere imunidade duradoura, provavelmente por toda 
a vida. 17,18 

A vacina da rubeola e bastante segura, e as contraindicates 
sao restritas a poucas condi^oes, como: antecendente de rea- 
^ao anafilatica grave, imunossupressao, doen^as agudas graves 
e gestantes. Cerca de 5 a 15% das pessoas vacinadas suscetiveis 
podem apresentar alguns efeitos adversos. 15 

Entre os efeitos colaterais da vacina contra rubeola, o prin¬ 
cipal e o acometimento articular com artralgia e artrite, que 
pode ocorrer em cerca de 25 a 40% dos adultos, principalmente 
mulheres. Sao geralmente agudas e transitorias, com raras 
recorrencias. Outros efeitos tambem podem ocorrer, tais como 
febre baixa, linfadenopatia e exantema (Quadro 11.3). 7,19 

As vacinas sinteticas ou recombinantes, empregando ape- 
nas as regioes antigenicas envolvidas na imunidade, tanto 
humoral como celular, tern sido estudadas para diminuir os 
efeitos colaterais. 20 

Recentemente, uma vacina tetravalente, denominada 
MMRY (sigla em ingles de measles, mumps, rubella, varicella), 
que adiciona aos tres virus da triplice viral o virus atenuado da 
varicela-zoster, tern sido introduzida como alternativa a admi¬ 
nistrate MMR e vacina da varicela, concomitantemente. 
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Quadra 113* Prindpais eventos adversos apos a vadna trfplice viral contendo a cepa RA 27/3 do virus da rubeola. 


Evento adverse 

Tempo pos-aplica^ao 

Frequencia 

Artralgia e/ou artrite 

1 a 3 semanas 

25% das mulheres 

Febre > 39,5°C 

5 a 12 dias 

5 a 15% dos primovacinados 

Exantema 

7 a 12 dias 

5% dos primovacinados 

Cefaleia, irritabilidade, febre baixa, conjuntivite e/ou manifesta^oes catarrais 

5 a 12 dias 

0,5 a 4% dos primovacinados 

Linfadenopatia 

7 a 21 dias 

< 1 % dos primovacinados 

Purpura trombocitop^nica 

2 a 3 semanas 

1/30.000 a 1/40.000 

Reagoes de hipersensibiiidade* 

24 a 72 h 

Raras 

Rea^ao anafilatica** 

Primeira hora 

Extremamente raras 


Fonte: Brasil. Ministerio da Saiide, 2007 19 . ‘Urticarias no local ou, mais raramente, em outras areas do corpo. “Urticarias, sibifos, laringospasmo, edema de labios, hipotensao e cheque. 


Essa vacina tem mostrado alto indice de taxa de soroconversao 
a todos os quatro componentes antigenicos, sendo respectiva- 
mente de 94,5%, 96,1%, 99,7% e 95,5% quando administrada 
em uma unica dose e de 98,3%, 99,4%, 99,7 e 99,7%, quando 
administrada em duas doses, uma no primeiro ano de vida 
e a outra no segundo ano. 21,22 A maioria dos autores consi- 
dera que a imunogenicidade da vacina, administrada em uma 
unica dose aos 9 a 24 meses de idade, pode ser considerada 
equivalente a administraqao em duas doses. A vacina tetra- 
valente e bem tolerada, pois nao tem sido verificados efeitos 
colaterais adicionais aos observados nas vacinas MMR e na de 
varicela. 21 " 23 

Vacina^ao antirrubeola em gravidas 

O virus atenuado da rubeola utilizado na vacina nao e tera- 
togenico, apesar de apresentar capacidade de atravessar a pla¬ 
centa e infectar o feto. 23 Estudos realizados na Gra-Bretanha e 
nos EUA demonstraram que a vacina contra rubeola e inocua 
para o feto, mesmo quando os testes sorologicos indicavam que 
o feto havia sido infectado por esse virus. 24 Durante a campa- 
nha de vacina^ao nos paises das Americas, realizada em 2006, 
mais de 29 mil gestantes vacinadas inadvertidamente (GVI) 
foram identificadas, mas nenhum caso de SRC foi detectado 
entre os recem-nascidos dessas maes. 17 

Apesar disso, sendo o risco diferente de zero, a vacina^ao 
contra rubeola e contraindicada durante a gravidez. A reco- 
mendaqao para evitar a gravidez, ate entao de 3 meses, pas- 
sou, a partir de 2001, para 1 mes apos a vacinaqao contra 
rubeola. A vacina^ao inadvertida de gestantes nao e motivo 
para interrupqao da gravidez, por nao haver risco comprovado 
de embriopatia fetal, mas e imprescindivel fazer o registro e 
o acompanhamento destas mulheres, por meio de protocolo 
definido pelo Ministerio da Saude. 17 Resumidamente, este 
protocolo visa acompanhar as GYI ate 3 meses de gestaqao, 
mulheres que receberam a vacina e engravidaram ate 30 dias 
apos a data do recebimento da vacina e recem-nascidos de GVI 
suscetivel para rubeola. A gestante e considerada suscetivel se 
apresentar IgM positiva (independentemente do resultado de 
IgG) na amostra coletada imediatamente apos a suspeita de 
vacinaqao inadvertida e IgM e IgG positivas na segunda coleta 
20 a 30 dias apos a primeira amostra. Essa gestante deve ser 
acompanhada, e a coleta de sangue do recem-nascido e obri- 
gatoria, preferencialmente ainda na maternidade. 

Se o recem-nascido apresentar IgM positiva, este e con- 
siderado infectado congenitamente e a coleta da secre^ao de 
nasofaringe e necessaria para identificar o virus e diferenciar 
o virus selvagem do vacinal. A crianqa sera acompanhada em 
serviqos de referenda para diversas especialidades medicas 


para avail aqao de SRC ou malformaqao congenita. A sorologia 
deve ser realizada apos 6 meses para a conclusao do diagnos- 
tico. A mesma conduta e realizada para crian^as IgG-positivas 
ao nascer e que persistem positivas aos 6 meses de idade. Apos 
avaliaqao e classificaqao final do caso, conforme estabelece o 
protocolo, define-se como SRC “toda crian^a menor de 1 ano 
que apresentar catarata congenita unilateral ou bilateral e/ou 
glaucoma congenito e/ou deficit auditivo e/ou malforma^ao 
cardiaca (persistencia do canal arterial, estenose aortica, este- 
nose da arteria pulmonar e cardiopatia nao especificada) asso- 
ciadas ao virus da rubeola”. 17 

Erradica0o da rubeola nas Americas 

Apos a erradica^ao da variola, da poliomielite e da circula- 
<;ao do virus do sarampo, a 44 a reuniao do Conselho Diretor da 
Organizaqao Pan-Americana de Saude, realizada em 2007, esta- 
beleceu como meta a “Erradica^ao da Rubeola e da Sindrome 
da Rubeola Congenita (SRC)” nas Americas no ano 2010. 1 ' 

No Brasil, para alcanqar essa meta, uma campanha nacio- 
nal de vacinaqao para homens e mulheres dos grupos de idade 
identificados com suscetibilidade para a rubeola foi realizada 
em 2008, visando tambem a total erradicaqao do sarampo. O 
objetivo e esgotar a totalidade da populaqao ainda suscetivel 
e, com isso, interromper a transmissao endemica do virus da 
rubeola no pais. 17 

► Aspectos dinicos 

- Rubeola pos-natal 

A rubeola pos-natal tipica e, em geral, uma doen$a benigna, 
autolimitada, altamente contagiosa, com manifesta^oes febris 
e exantema maculopapular de 2 a 3 dias de duraqao, que se 
inicia pela face e pelo pescoqo, alastrando-se rapidamente 
para o tronco e as extremidades, sempre no sentido cranio- 
caudal. A rubeola pode ser subclinica em 1 /3 a 2/3 dos casos. 
Em crianqas, geralmente o exantema e o primeiro sinal obser- 
vado. Em adolescentes e adultos, a erup<;ao 6 precedida por 
um periodo prodromico de 1 a 5 dias caracterizado por febre 
baixa, cefaleia, mal-estar, anorexia, conjuntivite leve, coriza e 
dor de garganta. A linfadenopatia suboccipital, retroauricu- 
lar e cervical resultante da intensa multiplica^ao viral nesses 
sitios auxilia no diagnostico, porem, nao e patognomonica. 
Esses sintomas desaparecem logo apos o exantema quando os 
anticorpos tornam-se detectaveis. 7 A recuperaqao do paciente 
e quase sempre total. Artralgias e artrites sao as complica- 
cbes mais frequentes da infecqao naturalmente adquirida ou 
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apos a vacina^ao, particularmente em adolescentes e mulhe- 
res jovens, ocorrendo em cerca de 10 a 40% dos casos. 9 Sao 
transitorias, de 5 a 10 dias de dura^ao e sem sequelas, porem, 
em alguns pacientes, podem ser recorrentes ou persistir por 
anos. A patogenese dessa artrite parece estar relacionada com 
a persistencia do virus da rubeola por periodos proiongados, 
de meses a anos, apos infec^ao. De fato, o virus da rubeola tern 
sido isolado de linfocitos circulantes e do fluido sinovial de 
alguns desses pacientes. 7 

Outras complicates, como a trombocitopenia, sao relati- 
vamente comuns, porem raras vezes tern importancia clinica. 
A meningoencefalite de curta dura^ao pode ocorrer 1 a 6 dias 
apos o exantema em 1:6.000 casos, sendo fatal em 20% des- 
tes. Infec^oes por adenovirus, enterovirus e virus Epstein-Barr 
podem mimetizar a rubeola em razao de exantema, febre e 
linfadenopatia. Fora do periodo epidemico, o diagnostico da 
rubeola deve ser feito avaliando-se, em conjunto, os dados cli- 
nicos e sorologicos. 9 

- Rubeola congenita 

A rubeola congenita e, atualmente, uma doen^a rara nos 
paises onde o programa de vacina^ao e eficiente. As manifes¬ 
tates clinicas da rubeola congenita sao bastante variadas, 
abrangendo desde recem-nascidos aparentemente saudaveis 
a gravemente acometidos com multiplas anomalias. Infect es 
congenitas subclinicas ou assintomaticas com manifestates 
que se tornam aparentes nos primeiros anos de vida ou que 
se desenvolvem posteriomente podem ocorrer em 2/3 dos 
casos. Por isso, a incidencia precisa da rubeola congenita e 
dificil de ser estimada, sendo necessario o acompanhamento 
dos recem-nascidos suspeitos por periodos de 2 a 5 anos. 7,25 
O efeito teratogenico do virus da rubeola sobre o feto e tanto 
maior quanto mais precoce for a infec^ao durante a gravidez. 
Assim, quando o virus acomete o feto no primeiro trimestre 
de gravidez, pode produzir uma infec^ao maciqa e devasta- 
dora com acometimento de multiplos orgaos e resultar em 
aborto, nascimento prematuro, recem-nascido com uma ou 
multiplas anomalias como a catarata, surdez e cardiopatias 
congenitas, produzindo a chamada sindrome da rubeola 
congenita (SRC). 1,6 Presume-se que as lesoes fetoplacenta- 
rias se devam ao efeito citopatico do virus em replica<^ao. 26 
A inibi^ao da mitose causada pelo virus da rubeola pode, 
em parte, explicar o retardo e a desorganiza^ao da organo- 
genese que se expressa como recem-nascido de baixo peso 
com anomalias estruturais no olho, cora^ao, cerebro e em 
outros orgaos. 1 Apos o periodo da organogenese, o virus da 
rubeola pode ainda continuar infectando todos os orgaos 
e tecidos do feto e do recem-nascido, podendo resultar em 
hepatite, pneumonia, pancreatite, miocardite, meningite e 
outros. Ao contrario da rubeola pos-natal, a rubeola con¬ 
genita caracteriza-se pela in fee to cronica, que persiste por 
todo o periodo intrauterino ate meses a anos depois do nas¬ 
cimento. Essa persistencia do virus por anos pode ainda pro¬ 
duzir lesoes progressivas e patologias que envolvem meca- 
nismos autoimunes com format® de imunocomplexos com 
a participate de IgG antirrubeola. 27 Para facilitar o estudo, 
as manifestates da sindrome da rubeola congenita podem 
ser agrupadas em tr£s categorias: 

■ Manifestates transitorias do recem-nascido, como, por 

exemplo: purpura trombocitopenica neonatal, anemia 

hemolitica, hepatites e outros, que regridem espontanea- 

mente em 2/3 dos casos 


■ Manifestates permanentes, como surdez, doen^a cardiaca 
congenita, catarata, glaucoma, retinopatia pigmentar, retar- 
damento mental etc. 

■ Manifestates tardias, como diabetes melito, hipo e hiper- 
tireoidismo, retinopatias e uma doen^a neurodegenerativa 
rara, apan-encefalite. A manifestat^ao tardia mais predomi- 
nante e o diabetes melito insulinodependente, que ocorre 
em aproximadamente 20% dos pacientes com rubeola 
congenita, na idade adulta. 28 Essa prevalencia e 100 a 200 
vezes maior do que a observada na populate geral. As 
causas dessas manifestates sao pouco conhecidas; porem, 
postula-se que estejam associadas a algumas anormalida- 
des da celula T ou a condites que aumentem a susceti- 
bilidade preexistente. A disfunto tireoidiana afeta cerca 
de 5% dos pacientes, podendo manifestar-se como hiper 
ou hipotireoidismo; parece estar associada ao mecanismo 
autoimune. 28 

O virus pode ser isolado de garganta, urina, conjuntiva, 
medula ossea, liquor e outros sitios de recem-nascidos vivos, 
bem como da maioria dos orgaos em fetos obtidos de necrop- 
sias. A excre^ao viral persistente pode ser observada nos 
recem-nascidos infectados: em aproximadamente 80% destes 
no primeiro mes de vida; 62% entre 1 e 4 meses; 33% entre 5 
e 8 meses; 11% entre 9 e 12 meses e 3% ate o segundo ano de 
vida. A permanencia do virus ou de seu antigeno por mui- 
tos anos tern sido relatada, na literatura, em tecidos como o 
das lentes, da tireoide e do cerebro. 1 ' 27,29 Essa excreqao pro- 
longada, consequente a infec^ao cronica, e observada unica- 
mente na forma congenita e e atribuida, em parte, a tolerancia 
imunologica seletiva ao antigeno El do virus da rubeola, que 
e associado a prote^ao, consequente a exposi^ao do sistema 
imune imaturo do feto muito precocemente na vida intraute- 
rina. A deficiencia na resposta imune celular e a incapacidade 
em sintetizar IgG de alta afinidade podem tambem ser a causa 
da falha na elimina^ao do virus. A coexistencia do virus da 
rubeola e de altos titulos de anticorpos maternos neutralizan- 
tes constitui um paradoxo. 27 

A sindrome da rubeola congenita associada a reinfec- 
^ao materna e rara, sendo praticamente nula em maes que 
tiveram, no passado, a rubeola naturalmente adquirida. 1,8 
Contudo, a reinfec^ao de maes previamente vacinadas pode 
raramente dar origem a crian^as com a sindrome da rubeola 
congenita. 

► Virus da rubeola e seus antigenc s 

O virus da rubeola (VR) e classificado como o unico mem¬ 
bra do genera Rubivirus , pertencente a familia Togaviridae. 
Apenas um sorotipo de VR foi descrito ate o momento, apesar 
de existirem algumas diferen^as biologicas entre as cepas. 30 

A particula viral e, em geral, esferica e apresenta de 50 a 70 
nm de diametro. Consiste estruturalmente em nucleocapside 
icosaedrico (core) contendo RNA genomico de 40S, associado 
a proteina do capsidio (a proteina C, de 33 kDa) e envolto por 
envelope lipidico constituido de duas glicoproteinas virais E : 
(58 kDa) e E 2 (42 a 47 kDa). 31-33 No envelope viral, apresenta 
projetes ou espiculas de 5 a 6 nm, que constituent as hema- 
glutininas. 28 

As celulas infectadas com VR contem mRNA subgenomico 
de 24S, cuja transcriqao praduz uma poliproteina precursora 
de 110 kDa, que resulta, apos clivagem proteolitica, sequen- 
cialmente, nas proteinas E 2 , E L e C. 31,34 
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O virus da rubeola apresenta o seu RNA altamente con- 
servado. Entretanto, as cepas circulantes no mundo podem 
apresentar diferen^as de ate 10 % na sequencia de nucleotidios 
que codificam E 1} o que torna possivel a classifica^ao em dois 
genotipos principals e varios subgenotipos . 35 Nos paises das 
Americas,o tipo Ceogenotipomais frequente, seguidopelo 
tipo IE . 17 

A glicoproteina E t e o antigeno mais importante do VR e 
constitui o alvo principal na resposta imune, tanto humoral 
quanto celular. Assim, o anti-E t e o anticorpo predominante 
na infee^ao adquirida naturalmente ou apos a imunizaipio . 31,36 
E t apresenta pelo menos 3 a 6 epitopos independentes com 
atividades neutralizante (NT) e hemaglutinante (HT ). 30,31 
Antigenicamente, a glicoproteina E : e altamente conservada, 
diferindo nao mais que 3% entre as diferentes cepas . 28 

A glicoproteina E 2 nao e hemaglutinnante, mas apresenta 
pelo menos um epitopo neutralizante. E altamente glico- 
silada e muito heterogenea, produzindo na eletroforese de 
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) uma migra^ao difasa, 
abrangendo bandas de peso molecular de 42 kDa (E2a) e 47 
kDa (E2b ), 37 mas o seu papel biologico ainda nao esta bem 
definido . 30,32,3 7 

A proteina C nao e glicosilada, e sua fun^ao, do ponto de 
vista imunologico, e pouco conhecida. Parece, entretanto, estar 
envolvida na transference do RNA viral para o citoplasma da 
celula hospedeira . 27 Os anticorpos antiproteina C sao encon- 
trados na maioria dos individuos expostos ao VR . 32 

- Antigenos 

Os antigenos empregados nos testes imunologicos sao 
tradicionalmente obtidos de culturas de celula como Vero, 
BHK-21, RK-13, Sire sob a forma de extratos ou lisado de 
celulas infectadas por VR. O antigeno purificado de rubeola 
contem componentes do envelope (com epitopos neutral!- 
zantes e hemaglutinantes) e da proteina C. O antigeno hema¬ 
glutinante e capaz de aglutinar diversas hemacias como as de 
pintos recem-nascidos, gansos adultos, pombos e humanos. A 
presen^a de ions de calcio e necessaria para que as hemaglu- 
tininas se liguem aos receptores encontrados nas hemacias. A 
capacidade dos anticorpos especificos de inibir essa aglutina- 
^ao constitui a base do teste de inibi^ao de hemaglutina^ao 
(IHA). Entretanto, a produ^ao em larga escala, bem como a 
purifica^ao do antigeno para torna-lo livre de restos celulares, 
e tecnicamente complexa, e a utiliza^ao de subunidades virais 
e limitada, em razao da redu^ao da atividade biologica e da sua 
antigenicidade durante o processo de isolamento . 33,38 

O emprego de antigenos de especificidade definida como os 
peptidios sinteticos nos testes sorologicos tern a vantagem de 
ser altamente sensivel e especifico. Varios autores tem obtido, 
com sucesso, a produ 9 ao de peptidios sinteticos (PS) com ati¬ 
vidades neutralizante e hemaglutinante. A sele^ao de PS como 
antigeno nos testes laboratoriais e feita por meio de anticorpos 
monoclonais que, tendo especificidade definida, ao se ligarem 
aos PS definem tambem a especificidade deste antigeno. Os 
peptidios sinteticos ja vem sendo utilizados em kits imuno- 
enzimaticos para detec^ao de anticorpos antirrubeola, como, 
por exemplo, o SP 1 , tambem conhecido como BCH-178C, 
correspondente a sequencia 213-239 da glicoproteina E t do 
envelope viral . 39 Esta regiao e altamente conservada em quase 
todas as cepas do virus, incluindo a RA 27/3 da vacina . 38,40,41 
Antigenos sinteticos como o correspondente a sequencia C 
263-275 da proteina C viral tem sido propostos como candida¬ 
tes a vacina por serem reconhecidos por linfdcitos T CD 4 + e 


CD 8+. 18 Alguns peptidios sinteticos relevantes com atividade 
neutralizante e hemaglutinante com perspectivas de uso no 
diagnostico sao mencionados na literatura como: El 208 . 239 , 42 
pi 43 FI 31 FI 40 FI 36 ptr 

JZ,1 245-285> 11,1 193-269* 213-239* 324-343 cu " 

Antigenos recombinantes da regiao El tem sido utilizados 
em alguns kits ELISA comerciais, com elevada sensibilidade. 
A detec^ao do IgM foi possivel imediatamente apos initio da 
doen^a, e a positividade persistiu por mais de 7 semanas . 44 
Antigenos recombinantes expressos em levedura tem demons- 
trado alta reatividade no ELISA, podendo substituir, com van¬ 
tagem, o uso do antigeno viral . 45 


► Resposta imune a infeegao e 
interpretagao dinica dos resultados 

- Rubeola pos-natal 

A ocorrencia de infec^oes nao aparentes, a grande varia^ao 
na expressao clinica da doen^a e o mimetismo com exante- 
mas de outras origens tornam a sorologia indispensavel no 
diagnostico da rubeola e da sindrome da rubeola congenita 
(SRC). 

O isolamento do virus e complexo, demorado e de alto 
custo, limitando-se apenas aos casos de extrema necessidade. 
O diagnostico laboratorial e fundamentalmente apoiado na 
detec^ao de anticorpos antirrubeola. 

Na infec^ao primaria, os anticorpos da classe M sao, em 
geral, detectados muito precocemente, apos o initio da doen^a, 
sendo encontrados em um a dois ter^os dos pacientes nos pri- 
meiros 3 dias e em quase todos os pacientes no decorrer do 
primeiro mes. Alcan^am niveis maximos entre 7 e 10 dias pelo 
teste de inibi^ao da hemaglutina^ao ou entre 4 e 35 dias por 
ELISA . 46,47 A negativa^ao do teste para IgM tambem depende 
da sensibilidade da tecnica empregada. Pela tecnica de inibi^ao 
da hemaglutina^ao, anticorpos IgM antirrubeola permanecem 
positivos por curto periodo, em geral entre 4 e 6 semanas e, 
raras vezes, por 3 meses . 47 Ja no ELISA, resultados positivos 
podem ser observados por 2 a 6 meses, ocorrendo raros casos 
ate 1 ano. 4 ' Ha, no entanto, relatos isolados na literatura de 
IgM persistente por periodos prolongados de anos . 48 

O emprego de testes cada vez mais sensiveis para a detec^ao 
de IgM especifica, como, por exemplo, o ELISA por captura de 
IgM, tornou a interpreta^ao clinica dos resultados mais com¬ 
plexa em razao da persistencia deste anticorpo, por muito tempo 
apos a infec^ao primaria e a sua detec^ao nas reinfec^oes. 

Os anticorpos antirrubeola da classe IgG sao altamente 
eficazes na prote^ao do individuo. Sao detectaveis no soro a 
partir de 3 a 4 dias, apos o initio da doen^a, alcan^ando niveis 
maximos em 2 semanas. Em seguida, declinam lentamente, 
porem, persistem por toda a vida, na maioria dos individuos. 
Em casos raros, o nivel de IgG chega ao limiar de detec^ao ou 
ate a negativa^ao . 48 

Anticorpos IgG apresentam baixa avidez no inicio da infec- 
9 & 0 , ate 3 a 5 meses, seguidos de gradual aumento a medida 
que o tempo decor re. Para fins de diagnostico da infec^ao 
recente, a detec^ao de IgG de baixa avidez deve ser feita em 
amostras obtidas ate 2 a 4 meses apos o inicio da doen^a. E 
especialmente util na distin^ao entre a infec^ao recente da 
antiga, quando os titulos de anticorpos ja se encontram em 
niveis maximos nos metodos sorologicos convencionais 43,49 
Alem disso, quando se utilizam metodos de sensibilidade muito 
alta, os anticorpos IgM-especificos podem ser detectados 
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tanto na infec^ao primaria quanto na reinfec^ao, e, neste caso, 
a avldez da IgG pode definir o diagnostico. A avidez e baixa na 
infec 9 ao primaria e alta na reinfec^ao. 

Na rubeola, a subclasse de IgG predominante e IgGl, sendo 
encontrada sempre que a amostra for positiva para IgG. IgG2 
e praticamente indetectavel e IgG4 somente e observada em 
alguns individuos, em niveis muito baixos. 50 IgG3 tern sido 
associada por alguns autores a fase recente da infec^o, sendo 
encontrada entre 2 e 6 semanas apos o inicio da doen^a, dados 
esses nao confirmados por outros autores. 50 

Os anticorpos antirrubeola da classe IgA sao detectados 
no inicio da doen^a, logo depois de IgM. Alcan^am niveis 
maximos em torno de 1 semana e tornam-se indetectaveis em 
periodos muito variaveis, depen dendo do paciente. A sua pre¬ 
sent pode ser transitoria ou persistir por meses a anos. 51 

O diagnostico da rubeola pos-natal, a coleta do sangue no 
periodo adequado durante a infec^ao e fator determinante 
para a interpreta^ao correta dos resultados da sorologia. A 
primeira amostra deve ser colhida imediatamente apos os sin- 
tomas, antes que os anticorpos se tornem detectaveis ou assim 
que houver suspeita de contato com caso confirmado ou sus- 
peito de rubeola. Resultado positivo para anticorpos totals ou 
IgG antirrubeola com titulo significativo, na ausencia de anti¬ 
corpos IgM, pode ser interpretado como imunidade. Mas, se o 
resultado for negativo ou no limiar de detec^ao, uma segunda 
amostra deve ser coletada 2 semanas apos a data da primeira 
e as duas ensaiadas na mesma rotina. A segunda amostra e 
tambem necessaria quando a primeira tiver sido obtida pou- 
cos dias apos o inicio dos sintomas, ja no periodo de soro- 
conversao. A observa^ao da soroconversao ou a eleva^ao de 4 
vezes no titulo da 2 a amostra em rela^ao a primeira, associada 
a presen^a de IgM, torna possivel o diagnostico sorologico da 
rubeola pos-natal. Resultados identicos entre as duas amostras, 
associados ao resultado negativo para IgM, sao interpretados 
como ausencia de infec<;ao recente pelo VR. O resultado sera 
considerado inconclusivo se a segunda amostra apresentar 
titulo apenas duas vezes maior que a primeira. Neste caso, uma 
terceira amostra deve ser coletada apos 10 a 14 dias da data da 
segunda e as tres ensaiadas juntas, na mesma rotina. Segundo 
CVE da Secretaria de Estado da Saude, os Laboratories de 
Referenda de Saude Publica utilizam, rotineiramente, o teste 
ELISA para detec^ao de anticorpos IgM para rubeola, em 
todos os suspeitos em amostra unica de sangue, coletada no 5 Q 
ao 28 a dia do inicio do exantema. 52 

Em gestantes expostas a caso confirmado ou suspeito de 
rubeola, a segunda amostra deve ser coletada independente- 
mente do resultado da primeira, para investigar a possibilidade 
da reinfec^ao. Se as duas amostras forem positivas, com titulo 
significativamente superior na segunda, independentemente 
da presen^a ou nao de IgM, pode-se interpretar como prova- 
vel reinfec^ao. Neste caso, e muito importante assegurar-se de 
que a primeira amostra realmente tenha sido coletada imedia¬ 
tamente apos o contato. No caso de o teste ser realizado com 
objetivo unico da determina^ao da imunidade, como nos exa- 
mes pre-natais, e suficiente a soropositividade em uma unica 
amostra pela tecnica de inibi^ao da hemaglutina^ao (IHA) ou 
ELISA. Titulos iguais ou superiores a 8 Ul/m £ por IHA ou 10 
UI/m/? por ELISA sao considerados como de imunidade. 

- Vacinados 

A resposta imunologica a vacina antirrubeola e bastante 
semelhante a da infec^ao natural; porem, os titulos de IgG e 
IgM sao geralmente mais baixos. Anticorpos da classe M sao 


detectados na maioria dos vacinados apos 2 a 3 semanas; em 
seguida, ha gradual declinio, persistindo por 2 a 3 meses em 
cerca de 1/3 dos individuos. 53 

Anticorpos da classe G sao detectados entre 3 e 4 semanas 
apos vacina^ao em 98 a 99% dos vacinados, 54 podendo neles 
permanecer durante longos anos ou, na maioria dos indivi¬ 
duos, por toda a vida. 5J,5& Com o decorrer dos anos, declinio 
lento e gradual destes anticorpos leva alguns individuos a 
apresentarem titulos inferiores a 8 ou 10 UI/ m£, tornando-os 
potencialmente suscetiveis a reinfec^ao. 55 Nos paises em que 
nao ha um programa adequado de controle, a circula^ao do 
virus da rubeola na popula^ao auxilia na manuten^ao dos 
niveis de anticorpos especificos. 

IgA especifica pode ser observada no lavado de nasofaringe 

3 semanas apos vacina^ao, podendo persistir por 3 a 6 anos e, 
raramente, ate 10 a 12 anos. 57 

- Reinfecgao 

A reinfec^ao por VR pode ocorrer tanto em individuos que 
ja tiveram rubeola naturalmente como em vacinados, e e, na 
maioria das vezes, assintomatica. Na reinfec^ao de gestantes 
com historia anterior de rubeola, o risco de transmissao para 
o feto e praticamente nulo. 58 Sorologicamente, e diagnosticada 
pela presen^a de anticorpos antirrubeola antes da exposi^ao 
a fonte infectante e pela eleva^ao dos titulos em no minimo 

4 vezes. Anticorpos especificos das classes M e A geralmente 
nao sao detectados, porem IgM podem estar presentes em 
geral em niveis reduzidos. 58,59 

A reinfec^ao de individuos vacinados e muito mais fre- 
quente, sendo tambem, na maioria dos casos, assintomatica. 
Foi observado que cerca de 10% dos individuos vacinados 
podem ser reinfectados quando expostos a surtos de rubeo¬ 
la. 60,61 Achados de IgM sao muito mais comuns na reinfec^ao 
de individuos vacinados do que na reinfec^ao de individuos 
infectados naturalmente, em razao de a imunidade decor- 
rente da vacina^ao ser menos efetiva do que a induzida pela 
infec^o natural. 58,61 Apesar disso, o risco para o feto, quando 
a reinfec^ao acomete gestantes, e baixo. Ha, no entanto, raros 
relatos na literatura de crian^as com SRC nascidas de mulhe- 
res soropositivas, vacinadas no passado e reinfectadas durante 
a gesta^ao. 

A reinfec^ao e a infec^ao primaria subclinica por VR sao 
dificeis de serem diferenciadas quando nao se dispoe de amos¬ 
tra de soro ou resultado sorologico anterior a exposi^ao. Em 
ambos os casos, verifica-se a eleva^ao nos titulos de anticorpos 
antirrubeola, podendo estar acompanhado de IgM. Neste caso, 
o teste de avidez de IgG pode ser de grande valia, pois a avidez 
de IgG e baixa na infec^ao primaria e alta nas reinfec^oes. 62,63 
O perfil sorologico de uma infec^ao primaria por virus da 
rubeola pode ser observado na Figura 11.1. 

Vale ressaltar que a interpreta^ao dos resultados sorologi- 
cos deve ser feita sempre em associa^ao a outros dados, tais 
como clinicos e epidemiologicos, ou outros exames labora- 
toriais. 

- Rubeola congenita 

Na rubeola cong&nita, o padrao de resposta imunologica 
e peculiar e unico. Esta infec^ao caracteriza-se por prolon- 
gada produ^ao de anticorpos IgM; lenta matura^ao da avidez 
de IgG e respostas imune humoral e celular reduzidas. Esses 
efeitos, que constituem a expressao imunologica da a^ao 
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Figura 11.1 Perfil sorologico relativo da rubeola pos-natal. Adaptada 
de Castillo-Solorzano C, 2006. <www.paho.org/immunization>. 

do virus da rubeola sobre o organismo ainda em forma<;ao, 
sao mais graves quanto mais precoce e a infec^ao durante a 
gravidez. 40,64 

Apos a infec^ao da gestante, o VR dissemina-se pelo san- 
gue e infecta multiplos tecidos maternos, inclusive a placenta. 
Com o desenvolvimento da resposta imune materna o virus 
desaparece do sangue, mas pode persistir na placenta por 
meses e infectar o feto em consequencia da lesao placenta- 
ria. 2 No primeiro trimestre, o feto e extremamente suscetivel 
por ser incapaz de montar uma resposta imune adequada. 
No segundo trimestre, ha diminui^ao no risco em razao da 
modifica^ao da placenta e da resposta imune do feto que se 
inicia apos 7 a 8 semanas de gesta^ao, quando linfocitos pre-B 
podem ser observados no figado fetal. Celulas produtoras de 
IgM, IgG e IgA podem ser detectadas a 15, 20 e 30 semanas, 
respectivamente. Entretanto, a produqao de imunoglobulinas 
so e pronunciada ao redor de 22 a 24 semanas de gestaijao, e e 
express iva apenas para os anticorpos IgM. 

A passagem transplacentaria de IgG materna, em condi- 
$oes normals, ocorre a partir de 38 dias de gesta^ao, porem 
em quantidades minimas ate 17 semanas, quando se inicia o 
aumento na transference. Contudo, a transferencia macula 
de IgG so e observada nas ultimas semanas de gravidez. Ao 
termo, o sangue do cordao umbilical apresenta niveis de anti¬ 
corpos praticamente iguais aos da mae. 6s Apos nascimento, 
IgG materna transferida passivamente e catabolizada, alcan- 
^ando niveis minimos ao redor de 3 a 5 meses, quando anti¬ 
corpos IgG da crian^a ainda estao em niveis muito baixos. Em 
seguida, o gradual aumento na sintese de IgG faz a curva de 
anticorpos que estava em declinio se elevar novamente. Essa 
caracteristica, da persistencia de IgG pelo periodo de 6 meses 
a 1 ano, em vez da negativa^ao que ocorre em recem-nasci- 
dos nor mais, constitui um dos recursos para o diagnostico da 
infec^ao congenita. 64,65 

A produ^ao de IgM na rubeola congenita inicia-se ao redor 
de 10 semanas de gesta^ao, porem somente alcanna niveis 
detectaveis a partir de 22 semanas. IgM especifica continua 
sendo sintetizada apos o nascimento por 2 a 6 meses ou, em 
raras vezes, ate 18 a 24 meses." 8,66 A detec^ao de anticorpos 
da classe IgM e a mais importante no diagnostico intraute- 
rino de infec$des congenitas em geral, pois, nao sendo capaz 
de atravessar a barreira placentaria, sua presen^a revela pro- 
du^ao fetal. Niveis elevados de IgM total sugerem fortemente 
infec^ao congenita. 65 Estudos realizados no sangue de cordao 
umbilical de fetos de 22 a 26 semanas revelaram a presen^a 
de IgM em niveis superiores a 10 mg/df naqueles infectados e 


niveis inferiores a 6 mg/m/? em amostras de fetos nao infecta¬ 
dos. Altos titulos de anticorpos maternos e de IgM produzida 
pelo feto ocorrem paralelamente com a persistencia viral no 
feto e no recem-nascido. Este paradoxo e, em parte, explicado 
pela resposta imune celular alterada. 

Os anticorpos IgA tambem podem estar aumentados em 
fetos infectados, porem em niveis mais baixos que os anticor¬ 
pos IgM. 67 As demais classes de imunoglobulinas sao produzi- 
das em quantidades minimas. 

A lenta matura^ao da resposta imune na rubeola conge¬ 
nita pode tambem ser observada por meio da persistencia de 
IgGl de baixa avidez por 7 a 15 meses. 68 

A imunidade celular e gravemente acometida quando a 
infec^ao por virus da rubeola ocorre no inicio da gravidez, 
ate 4 meses. 32,69 A resposta linfoproliferativa diminuida e 
observada em mais da metade das crian<;as com menos de 
3 anos de idade congenitamente infectadas, podendo ser util 
nos casos em que as anormalidades, tais como a surdez sen¬ 
sorineural, sao detectadas tardiamente, quando somente a 
sorologia nao possibilita o diagnostico preciso. Uma resposta 
linfoproliferativa negativa com a sorologia positiva sugere 
infec^ao congenita. 29 

O diagnostico laboratorial da rubeola intrauterina pode 
ser feito precocemente durante a gesta<;ao em materials obti- 
dos por tecnicas como: biopsia do vilo corionico e amnio- 
centese para a demonstra^ao do virus e cordocentese, tanto 
para testes virologicos como tambem para sorol6gicos.' 0,/1 
A identifica^ao do virus ou de seus antigenos nesses mate¬ 
rials pode ser feita pelas tecnicas como a imuno-histoqui- 
mica, que fornece resultados muito mais sensiveis e rapidos 
do que a tradicional cultura. Entretanto, a demonstraqao do 
material genomico do virus pelas tecnicas de amplifica^ao 
do acido nucleico, principalmente pela rea^ao em cadeia 
da polimerase (PCR, polymerase chain reaction ) constitui, 
atualmente, metodo de escolha pela praticidade e elevada 
sensibilidade. 31,71 

A biopsia de vilo corionico pode ser feita a partir do final 
do primeiro trimestre e a amniocentese entre 15 e 20 semanas 
de gravidez. Contudo, o emprego dessas tecnicas e limitado 
em razao do risco de perda fetal, de 1 a 5%. A cordocentese 
e, atualmente, muito utilizada no diagnostico intrauterino da 
rubeola congenita. O sangue fetal, neste caso, deve ser cole- 
tado apos 22 a 24 semanas de gravidez, e pode ser empregado 
tanto para o diagnostico virologico como tambem para a soro¬ 
logia. 26 

Portanto, a sorologia e, na pratica, o recurso laboratorial 
mais importante no diagnostico da rubeola congenita e se 
baseia, entre outros, no diagnostico da infec^ao materna, na 
detec^ao de IgM total e especifica no feto ou no recem-nascido, 
na dosagem de IgG ate 6 meses a 1 ano apos o nascimento e na 
determina 9 ao da avidez de IgG. 

Atualmente, o Ministerio da Saude, por meio da Secretaria 
de Vigilancia em Saude, classifka como caso confirmado de 
SRC associada ao virus selvagem da rubeola “recem-nascido 
ou crian<;a menor de 1 ano que apresente manifesta$6es cli- 
nicas de SRC e resultados laboratoriais com anticorpos IgM 
reagente para rubeola ou IgG reagente e persiste para rubeola 
depois de 6 meses de vida e com a identifica<;ao do virus 
selvagem” 17 

Assim, testes moleculares ganham espa^o a cada dia no 
diagnostico de rubeola adquirida, mas principalmente na 
identifica^ao e na confirma^ao de rubeola congenita. Para 
facilitar a interpreta^ao, o perfil sorologico da rubeola conge¬ 
nita pode ser observado na Figura 11.2. 
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Figura 11.2 Perfil sorologico relativo na rubeola congenita consequente 
a infecgao materna no infcio da gravidez. 


► Diagnostico laboratorial 

O diagnostico laboratorial e essencialmente sorologico e 
visa principalmente a detec^ao de: rubeola congenita e pos- 
natal, controle de vacina^ao, determina^ao da imunidade e 
estudos soroepidemiologicos. 

Os testes sorologicos baseiam-se: 

■ No efeito dos anticorpos sobre a fun^ao biologica especifica 
do virus, como as tecnicas de neutraliza^ao (NT) e de inibi- 
£ao de hemaglutina^ao (IHA) 

■ Na rea^ao entre o anticorpo e qualquer componente antige- 
nico relevante do virus da rubeola como as tecnicas imuno- 
enzimaticas, imunofluorescencia, aglutina^ao de partfculas 
de latex e outros. 

- Tecnica de neutraliza^ao e teste de inibi^ao 
de hemaglutina^ao 

A tecnica de neutraliza^ao (NT) determina a capacidade 
do anticorpo presente no soro do paciente de neutralizar a 
infecciosidade viral e a de inibir a atividade hemaglutinante 
do virus da rubeola. 

A NT poderia ser considerada como o gold standard da 
sorologia para a rubeola, pois e a que melhor se correlaciona 
com a prote^ao. Entretanto, em razao da necessidade de cub 
turas celulares para a sua realiza^ao, o seu uso na rotina diag- 
nostica e limitado. 

O teste de inibi^ao de hemaglutina^ao (IHA) foi o pri- 
meiro ensaio para detec^ao de anticorpos antirrubeola dis- 
ponivel para a maioria dos laboratories de rotina diagnos- 
tica, sendo consider ado na pratica como teste de referenda 
para avalia^ao de novos testes. 72,73 O antigeno hemagluti¬ 
nante e constituido de virus da rubeola, obtido por meio 
da cultura de cepa bem caracterizada em linhagens celula¬ 
res como BHK-21 ou Vero, extraido com soluqao alcalina, 
seguido de purificaqao para remo^ao de restos celulares e 
tratamento com tween 80 e eter. 66,74 O teste de IHA requer 
tratamento do soro para a remo^ao de inibidores inespeci- 
ficos da hemaglutinina viral (NSI). Estes inibidores, asso- 
ciados 4 fraqao beta lipoproteina do soro, podem levar a 
resultados falso-positivos ou desvio dos titulos para niveis 
mais altos, pois o seu efeito sobre a reaqao e semelhante ao 
produzido pelos anticorpos. 


A remo^ao de inibidores inespecificos tern sido feita por 
meio de: 

■ Caolim 

■ Mistura hep arina- cloreto de manganes 

■ Sulfato de dextrana-cloreto de calcio, a partir do soro nao 
inativado, e as hemacias indicadoras mais empregadas no 
teste tern sido as de pinto, pombo, ganso e hemacias huma- 
nas do grupo “O” tripsinizadas. 75 

Em 1983, o teste foi avaliado pela Organizaqao Mundial 
da Saude (OMS), que indicou o uso da solu^ao de heparina- 
cloreto de manganes para a remo^ao dos NSI e hemacias de 
pinto de 1 a 3 dias, como indicadora da rea^ao e a tecnica, 
assim padronizada, foi considerada como teste de referenda 
da OMS. 72 A sensibilidade do IHA nessas condi^oes foi de 95 
a 100%, especificidade superior a 98% e a reprodutibilidade 
interteste de 97 a 100%. 72 Entretanto, o uso das hemacias 
humanas foi adotado por muitos laboratories em virtude da 
facilidade em obte-las, apesar de os resultados serem apenas 
discretamente mais sensiveis e menos especificos do que os 
obtidos com hemacias de pinto. 

A expressao em unidades internacionais (UI) constitui a 
melhor maneira de padroniza^ao de resultados entre diferentes 
metodologias e laboratbrios. O valor de cut-off ou limiar de reativi- 
dade para anticorpos antirrubeola mais aceito e de 10 UI/m. 62,76 

Apesar do grande emprego nas ultimas decadas, atualmente 
o IHA nao e mais utilizado na maioria dos laboratories de diag¬ 
nostico, tendo sido substituido por metodos mais simples, pra- 
ticos, automatizaveis e de elevada sensibilidade, como o ELISA. 

- Teste de agfutinagao passiva 

E um teste simples e rapido, porem pouco empregado 
em razao da disponibilidade de testes mais praticos, como o 
ELISA. A positiva^ao desse teste e lenta, ocorrendo entre 10 e 
48 dias apos o inicio da doenqa, e torna-se comparavel ao IHA 
somente depois de 6 meses. 77,78 Essa caracteristica do teste de 
aglutinaqao passiva (HAP) pode ser util no estabelecimento da 
infec^ao recente quando for capaz de detectar uma sorocon- 
versao em situa^oes nas quais o teste de IHA ja tenha alcan- 
^ado valores maximos e estaveis. 78 ' 9 

- Teste de imunofluorescencia indireta 

A imunofluorescencia torna possivel definir as classes de 
imunoglobulinas antirrubeola e apresenta concordancia com o 
IHA de 98%. 79,80 Entretanto, soros proximos ao cut-off podem 
apresentar discordancias significativas. No teste de imunoflu¬ 
orescencia indireta (IFI)-IgM a remoqao do fator reumatoide 
e de IgG em excesso deve ser feita para prevenir resultados 
falso-positivos ou falso-negativos. 81 

- Testes imunoenzimaticos 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e> atual¬ 
mente, a tecnica mais empregada no diagnostico sorologico 
da rubeola. A maioria dos laboratbrios utiliza testes de proce- 
dencia comercial, que sao oferecidos sob a forma de kits , tanto 
para a execu^ao manual como parcial, ou totalmente auto- 
matizados. Dentre as varia^oes metodologicas do ELISA, o 
metodo indireto e de captura de IgM sao os mais empregados, 
respectivamente para a detec^ao de anticorpos IgG e IgM. No 
teste qualitative, um limiar de reatividade ( cut-off) de 10 uni¬ 
dades internacionais/mf (Ul/mf) define os resultados como 








Capituloll | Rubeola 


151 


sendo positives ou negativos, respectivamente, para amostras 
acima ou abaixo desse valor . 76 ' 82 Esse limiar corresponde, geral- 
mente, ao ponto de intersec^ao da curva bimodal obtida pela 
aplica^ao do teste em popula^ao sabidamente positiva e era 
popula^ao negativa, determinadas por um teste de referencia. 
Era geral, margem de seguran^a de 10 % em torno do valor do 
cut-off e estabelecida para que os valores de absorbancia nela 
contidos sejam considerados como resultado inconclusivo. No 
teste quantitative, o titulo do soro e calculado em rela^ao aos 
soros de referencia fornecidos pelo fabricante, que sao soros 
previamente aferidos por um padrao primario e expressos em 
UI/mA 

ELISA com antigeno viral total detecta potencialmente 
anticorpos contra todos os antigenos fixados na fase solida, 
nao distinguindo os envolvidos na prote^ao dos demais. 
Resultados positivos no ELISA com antigeno total e negati¬ 
vos em I HA observados em algumas amostras podem ser 
decorrentes da diferen^a na sensibilidade destes metodos ou 
ainda em razao da presen^a, nestas amostras, de anticorpos 
que nao tem a capacidade de neutralizar a fun^ao biologica do 
virus da rubeola, mas que reagem com outros componentes 
antigenicos . 40,41 Neste caso, o individuo, apesar de soroposi- 
tivo, pode ser suscetivel a reinfec^ao. Por esse motivo, ha um 
esfor^o em se produzirem testes imunologicos que detectem 
especificamente anticorpos protetores por meio da sele^ao de 
antigenos. 

Antigenos virais constituidos de complexo E1-E2 purifi- 
cados por cromatografia de afinidade tem demonstrado alta 
atividade hemaglutinante e, por isso, sao uteis para os tes¬ 
tes imunoenzimaticos . 83 Antigenos de especificidade defi- 
nida, como os recombinantes e peptidios sinteticos (PS), tem 
sido ensaiados por diversos grupos. Estudos realizados por 
Mitchell et al. m demonstraram que alguns PS como o SP 1 tem 
demonstrado no ELISA resultados comparaveis aos obtidos 
por NT, IHA e ELISA com antigeno total, na rubeola pos-na¬ 
tal. Entretanto, na rubeola congenita, os niveis de anticorpos 
detectados por esse antigeno foram inferiores aos detectados 
por antigeno de virus total, provavelmente porque o PS repre- 
sentava o epitopo do El cuja resposta pode ser reduzida na 
rubeola congenita . 40,81 A avalia^ao desse PS no ELISA demons- 
trou uma sensibilidade de 95% e especificidade de 100% em 
rela^ao ao ELISA com antigeno viral. A associa<~ao de PS com 
outro peptidio, o SP-E 2 (sequencia 10 a 36 do E 2 ), aumenta a 
sensibilidade para 100 %, porem a especificidade diminui para 
97 %. 61 O emprego de PS associados estrategicamente, prova¬ 
velmente, constitui uma das alternativas para se ter a maxima 
eficiencia diagnostica no ELISA. 

Atualmente, kits de detec^ao de anticorpos antirrubeola 
sao realizados por meio de equipamentos automatizados de 
avan^ada tecnologia e tem fornecido resultados muito sensi- 
veis, especificos e reprodutiveis. Os equipamentos disponiveis 
no mercado tanto no sistema aberto (que possibilita operar 
kits reagentes de diferentes procedencias) como no fechado 
(que opera apenas kits produzidos especificamente para aquele 
equipamento) empregam novos suportes solidos, potentes 
meios de gera^ao de sinal e controles rigorosos do teste e da 
opera^ao. 

O ELISA para a detec^ao de IgM antirrubeola e o teste mais 
importante no diagnostico da infec^ao primaria materna e 
da rubeola congenita. A tecnica de captura de IgM e a mais 
empregada por nao apresentar rea^oes falso-positivas ou fal- 
so-negativas, respectivamente, em amostras que apresentam o 
fator reumatoide e naquelas com excesso de IgG antirrubeola. 
No ELISA indireto, a presen^a do fator reumatoide da classe 


M em amostras positivas para IgG pode provocar resultado 
falso-positivo para IgM e constituir um problema importante, 
pois a prevalencia desse fator e particularmente mais alta na 
rubeola congenita do que as infec^oes congenitas causadas por 
outros virus . 57 Nesta tecnica, assim como na rea^ao de imuno- 
fluorescencia indireta, IgG antirrubeola do soro do paciente, 
ao se ligar ao antigeno imobilizado na fase solida, torna-se 
alvo do fator reumatoide. Este e detectado pelo conjugado 
anti-IgM, produzindo assim resultado falso-positivo . 84-86 A 
elimina^ao do fator reumatoide pode ser feita tratando-se a 
amostra com soro de carneiro contra cadeia gama humana, 
que, alem de eliminar o fator reumatoide, remove tambem a 
IgG, que, sendo especifica para o RV, compete com IgM pelo 
mesmo antigeno imobilizado na fase solida . 85,86 Essa compe- 
tiqao e especialmente importante na detect ao de IgM para o 
diagnostico de infec^ao congenita, em que altas concentra¬ 
tes de IgG antirrubeola, transferidas passivamente da rnae, 
“ocultam” os anticorpos IgM produzidos pelo recem-nascido. 
O teste de captura de IgM elimina essa etapa do tratamento 
do soro; porem, o conjugado antivirus da rubeola utilizado na 
revela^ao do IgM do paciente deve ser a fra^o F(ab’) 2 . 

As outras fontes mais comuns de erro nas tecnicas de 
ELISA-M sao: 

■ Achados, no soro, de anticorpos da classe M contra com¬ 
ponentes da celula utilizada na cultura do virus, podendo 
resultar em falso-positivo . 86 Essa interferencia pode ser 
detectada incluindo-se no teste o controle do antigeno 
constituido apenas de celulas nao infectadas 

■ Rea 9 oes falso-positivas podem ocorrer principalmente 
em amostras de pacientes com mononucleose infecciosa 
na presen^a de anticorpos heterofilos e anticorpos anti- 
EBV-IgM, pacientes infectados por parvovirus B19; virus 
Coxsackie B 36,87,88 

■ A remo^ao de IgG pela proteina A de estafilococo nos testes 
para a detec^ao de IgA e IgM e limitada em razao da falha 
na liga^ao com IgG3 89 

■ Os testes anti-IgM ocasionalmente podem, ainda, resultar 
em falso-positivos sem uma causa aparente, por variaveis 
presentes mas que nao sao controladas nem detectadas na 
rea^ao . 64,90 

Avidez de anticorpos IgG 

A distin^ao entre a infeeqao primaria subclinica e a reinfec- 
9&0 e de grande importancia em gestantes . 88,90 Essa distin^ao 
nem sempre e facil, pois os anticorpos IgM especificos detec¬ 
tados em infecqoes primarias podem tambem ocorrer em 
reinfec^oes, ainda que em niveis baixos . 63,90,91 Aliada a dificul- 
dade na interpreta^ao de resultados de IgM, devido a diversos 
fatores interferentes na determina^ao deste anticorpo, a soro- 
conversao so e possivel de ser detectada nesses casos quando a 
primeira amostra for coletada no inicio da infec^ao, tao cedo 
quanto possivel, ate poucos dias apos o aparecimento dos sin- 
tomas. 

O teste de avidez constitui um importante recurso para 
o diagnostico da infec^ao primaria pelo VR , 48,49,63,88,90,91 da 
SRC 64,68 e das reinfec^oes. No inicio da infec^ao primaria, os 
anticorpos IgG tem baixa avidez, a qual vai aumentando lenta- 
mente no decorrer de semanas a meses. Assim, os anticorpos 
IgG resultantes de infec^oes antigas e de reinfec^oes apresen¬ 
tam alta avidez . 62,63 A detec^ao dessa diferen^a constitui a base 
do teste de avidez do IgG. 

Assim, na pratica, a avidez e determinada mediante teste 
ELISA no qual se faz a dissocia^ao da liga^ao previa entre IgG 
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de baixa avidez e o antigeno fixado na fase solida, por meio de 
lavagens da placa em solu^ao contendo ureia . 49,91 O ensaio e 
feito com uma unica diluiqao do soro na presen^a ou nao da 
ureia, e a rela^ao entre as absorbancias fornece o indice de avi¬ 
dez. Quanto maior a avidez, maior sera essa relaqao, e quanto 
menor a avidez, menor sera este valor . 64,92 Em geral, IgG de 
baixa avidez e observada ate 3 a 5 meses apos a infec^ao pri- 
maria . 3 

O comportamento de IgG de baixa avidez na SRC e diferente 
das infec^oes adquiridas, em que permanece por um tempo 
bem maior, podendo ser detectado na maioria das crian^as 
ate 15 meses e em 40% delas ate 3 anos , 68 um periodo bem 
superior que a positividade de IgM . 64 Portanto, torna-se difi- 
cil discriminar, em crianqas maiores, a rubeola congenita da 
rubeola adquirida apos o nascimento, pois em ambas as situa¬ 
tes a avidez sera baixa. Alem disso, em recem-nascidos com 
rubeola congenita, nascidos de maes que tiveram a rubeola no 
inicio da gravidez, a IgG materna de alta avidez, transferida 
em grande quantidade ao recem-nascido, pode interferir nes- 
tes testes. Assim, a diminui^ao da avidez em amostras seriadas 
apos o nascimento sugere a rubeola congenita . 94 Em indivi- 
duos vacinados, a avidez dos anticorpos IgG tambem aumenta 
lentamente, alcan^ando o maximo no periodo de 6 meses a 
1 ano . 91 Testes de avidez estao disponiveis comercialmente e 
podem ser realizados por aparelhos totalmente automatizados . 92 

Os principals dados laboratoriais no diagnostico da rubeola 
pos-natal e da rubeola congenita podem ser resumidos como 
se verifica no Quadro 11 .4. 

■ Metodos moleculares 

A PCR aplicada ao VR torna possivel a detec^ao da infec- 
9&0 congenita, muito precocemente, no feto, no produto de 
aborto ou no recem-nascido, mesmo na presen^a de altos titu- 
los de anticorpos maternos. A real-time PCR (RT-PCR) pode 
ser feita a partir do RNA do virus da rubeola, seguida de trans- 
criqao reversa para obten^ao do cDNA e posterior amplifica- 
9&0 utilizando primers da regiao El. Uma nova amplifica^ao 


Quadro 11.4 ■ Resumo dos principals adiados laboratoriais no 
diagnostico da rubeola e da smdrome da rubeola congenita. 

Infecqio 

primaria 

IgM positiva a partir de 1 a 3 dias apos o inicio da doen^a ate 

1 a 2 meses por IHA ou 2 a 6 meses por ELISA 

IHA a partir de 1 a 3 dias da doen^a e presente 
indeftnidamente 

IgG positiva a partir de 3 a 4dias da doen^a e presente 
indefinidamente 

IgG de baixa avidez ate 3 a 5 meses 

RNA do virus da rubeola positivo 

Reinfeqao 

Sorologia positiva anterior a reinfeegao 

IgG positiva com eleva^ao de 4 vezes ou mais no titulo da 2- 
amostra 

IgM as vezes presente 

IgG de alta avidez presente 

Rubeola 

congenita 

IgM positiva 

IgG materna presente ate cerca de 6 meses 

IgG de baixa avidez detectavei entre 2 meses a 1 ano 

IgG positiva por mais de 6 meses 

RNA do virus da rubeola positivo 

Imunese 

vacinados 

IgG positiva 

IgM negativa 

IgG de alta avidez presente 


IgG = imunoglobufina G. 


do segmento menor do produto amplificado previamente, uti- 
lizando-se primers internos, constitui a nested-PCR (nPCR), 
que apresenta elevada sensibilidade . 95-97 Este metodo possi- 
bilita diagnosticar a infec^ao muito precocemente, tanto no 
soro como no fluido oral, nos primeiros 2 dias apos o inicio 
da doen^a, quando os testes de detec^ao da IgM antirrubeola 
estao ainda negatives . 98 Para o diagnostico intrauterino da 
rubeola congenita, a RT-PCR pode ser aplicada ao liquido 
amniotico com sensibilidade de 83 a 95% e especificidade de 
100 %, segundo alguns autores." 

Recentemente, a PCR em tempo real tern sido muito 
empregada na detec^ao e na quantificaqao do RNA do virus 
da rubeola em varios materials clinicos como soro, swab de 
garganta, fluido oral e em lentes para casos de crianqas com 
manifesta^oes oculares decorrentes da SRC. Essa tecnica, dis- 
ponivel comercialmente, e rapida, altamente sensivel, especi- 
fica e de facil realiza^ao. Resultados quantitativos mediante 
o uso de padroes possibilitam monitorar a excre^ao viral em 
pacientes com SRC . 100 

PCR para detec^ao de varios agentes em um unico teste, 
a Multiplex PCR, tern sido testada por alguns autores com 
resultados promissores para os virus da rubeola e sarampo em 
diferentes amostras clinicas . 101 

Para o diagnostico da infeeqao intrauterina do feto por virus 
da rubeola, o vilo corionico e o liquido amniotico devem ser 
coletados decorridas pelo menos 4 semanas apos a infec^ao 
materna, e o sangue fetal coletado apos 20 semanas de gesta- 
^ao . 97 Contudo, a interpreta^ao dos resultados desses metodos 
moleculares exige muita cautela, sobretudo quando o mate¬ 
rial pesquisado e o vilo corionico ou o liquido aminiotico, 
pois a presen^a do material genomico do virus da rubeola nao 
implica necessariamente feto infectado congenitamente. A PCR 
demonstra apenas a persistencia da infec^ao nesses materiais, 
identificando, assim, fetos com alto risco de infec^ao congeni¬ 
ta . 97 Entretanto, e inegavel o aumento da sensibilidade ao se uti- 
lizar esta tecnica. Em material de necropsia, a nPCR demons- 
trou sensibilidade de 75%, percentual bem superior aos 20% 
obtidos pelo metodo convencional de isolamento do virus . 95 

A PCR pode tambem ser realizada em cultura de celulas 
inoculadas previamente com o material clinico para se obte- 
rem resultados mais precocemente. A amplifica^ao do RNA 
do virus da rubeola e tambem utilizada para o sequencia- 
mento e a genotipagem de diferentes cepas virais, uteis nos 
estudos epidemiologicos. 

- Testes laboratoriais para inqueritos/ 
vigiiancia sobre a epidemiologia da rubeola 

Para a realiza^ao de estudos epidemiologicos sobre rubeola 
e sarampo em regioes onde a obten^ao e o transporte do soro 
sob refrigera^ao e dificil, a utilizaqao do sangue coletado em 
papel de filtro e saliva coletada em coletores especiais tern sido 
sugeridas. Resultados de avalia^ao realizada pela Organiza^ao 
Mundial da Saude mostraram que ambos os materiais apre- 
sentam sensibilidade e especificidade semelhantes as obtidas 
no soro, tanto para a deteeqao de IgM especifica como tambem 
para a detec^ao do RNA viral . 102 
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► Introdugao 

Os enterococos sao habitantes naturais do trato gastrintes- 
tinal e genital de humanos e animals de sangue quente. Em 
1899, Thiercelin os descreveu pela primeira vez como bacte- 
rias gram-positivas de origem intestinal, com formato esferico 
em arranjos de diplococos (Figura 12.1). Foram considerados 
como simples indicadores de contamina^ao fecal da agua e de 
alimentos, com alguns relatos de bacteriemia e endocardite 
infecciosa, sindromes diarreicas em recem-nascidos. 

Referidos por longo tempo como estreptococos de ori¬ 
gem fecal , mais tarde foram classificados como Streptococcus 
grupo D, com base na sorologia e na alta resistencia a agen- 
tes quimicos e fisicos. A partir de 1984, com a introdu^ao de 
tecnicas moleculares no estudo do DNA, foram realizadas 
alter a^oes taxonomicas no genero Streptococcus (familia 
Streptococacceae), que foi dividido em tres novos generos: 
Enterococcus , Lactococcus e Streptococcus. 

A partir das caracteristicas fenotipicas e arranjos celula- 
res, as especies S.faecalis e S. faecium do genero Streptococcus 
foram transferidas para o novo genero Enterococcus. Utilizando 
informa^oes geneticas, imunologicas e em seus polissacaridios 
capsulares foram identificados diversos sorotipos especificos 
de E.faecalis. 

Atualmente, os enterococos sao reconhecidos como impor- 
tantes patogenos hnmanos e responsaveis por infec^oes adqui- 
ridas na comunidade e no ambiente hospitalar, com cepas 
resistentes a antibioticos que sobrevivem em ambientes diver¬ 
sos, salinos ou em temperaturas extremas. 

Ha relatos cllnicos de infec^oes causadas por enteroco¬ 
cos relacionados com a coloniza^ao de corpos estranhos ao 
organismo - principalmente proteses - comprometendo 
articulates artificiais, cateteres intravasculares implantados, 
sistemas valvulares internos e externos para drenagem de 
liquido cefalorraquidiano (shunts), lentes intraoculares, endo- 
proteses para vasculariza^ao cardiaca (stents), cora^ao e valvu- 
las artificiais com prevaldncia de 10% nas endocardites tardias. 
Tambem sao responsaveis por infec^oes endodonticas e res- 
posta inflamatoria perirradicular em implantes dentarios. 

Os enterococos podem adquirir novos determinantes de resis¬ 
tencia a agentes antimicrobianos por meio de conjuga^ao entre 
especies ou ate generos diferentes, o que pode resultar em difusao 
de genes de resistencia a antimicrobianos como parte de transpo- 


Figura 12.1 Enterococos. 


sons conjugativos, ou ainda, por meio de plasmidios responsaveis 
por feromonios. As capacidades adquiridas tornam os enteroco¬ 
cos organismos bem adaptados, facilitando a sobrevivencia de 
amostras multirresistentes em ambientes inospitos (extremos de 
pH e temperatura, NaCl a 6,5%). A transmissao potential de pes- 
soa a pessoa tambem contribui para sua difusao. 

A combina^ao dos atributos adquiridos por algumas espe¬ 
cies do genero Enterococcus sugere que essas bacterias persis- 
tirao como graves agentes patogenicos nos proximos anos, 
tornando-se um desafio terapeutico devido a sua resistencia 
a inumeras substancias antimicrobianas, inclusive agentes ati- 
vos contra parede celular, todos os aminoglicosfdios disponi- 
veis, penicilina, ampicilina e vancomicina. 

► Micobiologia 

Atualmente a linhagem completa dos enterococos e descrita 
como: Organismo celular Bacteria, Filo Firmicutes, Classe 
Bacilli, Ordem Lactobacillales, Familia Enterococcaceae, 
Genero Enterococcus. 

Os enterococos sao celulas esfericas ou ovoides, 0,6 a 
2,0 x 0,6 a 2,5 pm, ocorrendo em pares ou cadeias curtas em 
meio liquido. Podem se apresentar em formas cocobacilares 
quando o crescimento ocorre em agar. Crescimento em caldo 
tioglicolato mostra formas ovaladas e em cadeias na Colora¬ 
do de gram. Nao formam endosporos. Sao organismos gram- 
positivos e podem ser moveis (raros flagelos). Ha ausencia de 
capsula, porem algumas especies de enterococos apresentam 
um polissacaridio capsular composto de uma molecula simi¬ 
lar ao acido glicerol teicoico contendo unidades repetidas de 
6 a D glicose 1 -2-glicerol 3-P0 4> substituidas no carbono 
2 por um a-2,1, unido na molecula de glicose. Sao anaerobios 
facultativos, quimio-organotroficos com metabolismo homo- 
fermentativo; fermentam diversos carboidratos com produ^ao 
principalmente de L(+)-acido lactico, mas sem produ^ao de 
gas, com pH final variando entre 4,2 e 4,6. Tern necessida- 
des nutricionais complexas. Sao catalase-negativos e crescem 
geralmente de 10 a 45°C (temperatura otima de crescimento, 
37°C) em pH 9,6, com 6,5% de NaCl e na presen^a de sais 
biliares a 40% (meio de bile-esculina). Raramente reduzem 
nitrato; geralmente fermentam lactose. 

A maioria das amostras produz antigenos contra o acido 
glicerol-teicoico associado a parede celular, o que os identifica 
com o grupo D de antigenos estreptococicos. Na classifica^ao 
sorologica de Lancefield sao grupo D. Cepas de origem suina 
e aviaria (E. cecorum e E. avium) podem apresentar perda 
do antigeno do grupo D e serem mais sensiveis ao NaCl que 
outros enterococos (cepa padrao STR 345 - NCIMB 13013). 

O genero Enterococcus e composto atualmente por 40 especies, 
das quais algumas apresentam caracteristicas fenotipicas uteis na 
sua identifica^ao, como pigmentos e motilidade. O E. suljureus, 
uma especie isolada de plantas, assim como o E. casseliflavus, o E. 
gilvus, E. pollens, E. mundtii , produz pigmento amarelo. Apenas 
duas especies tern motilidade: E. casselifavus e E. gallinarum. 

O E. saccharolyticus, conhecido anteriormente como 
Streptococcus saccharolyticus, e uma das especies introduzidas 
no novo genero Enterococcus. Posteriormente, com base nos 
resultados de sequenciamento de rRNA 16S, o Enterococcus 
solitarius mostrou ser mais proximo do Tetragenococcus halo - 
philus e passou a ser denominado T. solitarius, em rela^ao as 
outras especies do genero Enterococcus. 

A maioria das especies de enterococos hidrolisa pirrolidonil- 
(3-naftilamida (PYR), com exce^ao das especies E. cecorum, E. 
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columbae e E. saccharolyticus. Todas as especies produzem leu- 
cina aminopeptidase (LAP). Os enterococos nao contem enzi- 
mas citocromos, mas podem apresentar raramente resultados 
falso-positivos no testedecatalase (pseudocatalase). O conteudo 
de G+C no DNA e de aproximadamente 37 a 45 mol%. 

Estudos preliminares mostram que a cep a de E. faecalis 
ATCC 19433 apresenta habilidades especificas de adapta^ao, 
sobrevivendo em diferentes temperaturas, pH e concentrates 
variadas de NaCl, SDS> sais biliares, etanol e H 2 0 2 . A observa- 
^ao mais notavel sobre essa cep a foi sua rapida desintegra^ao 
aos sais biliares e SDS (a morte por detergentes foi quase ins- 
tantanea), porem ela e capaz de sobreviver a grandes varia^oes 
de pH, altas temperaturas (outras cepas de E. faecalis tambem 


crescem a 52°C e sobrevivem muitas horas a 59°C) e altas con¬ 
centrators de NaCl. O E. faecalis sobrevive em concentrates 
de 28,5% de NaCl, quantidade de sal que representa o maximo 
de concentra^ao soluvel no meio brain heart infusion BHI, em 
que foram realizados os testes. 

As 40 especies atuais de Enterococcus e seus codigos de refe¬ 
renda das Cole^oes de Cultura a que pertencem estao descri- 
tas no Quadro 12.1. (Para atualiza^ao do numero de especies 
consulte tambem a URL: http://www.bacterio.cict.fr/e/entero- 
coccus.html.) 

Nos ultimos anos, a constru^ao da arvore filogenetica das espe- 
cies do genero Enterococcus foi fundamentada principalmente 
na analise comparativa das sequencias do gene rRNA 16S e na 


Quadro 12.1 ■ Relafao das espedes do genero Enterococcus (2010). 


Anode 

Espedes Cepa referenda* registro Observances 


Enterococcuss 

Enterococcus faecalis 

1903 

Autores: exThierceiin and Jouhaud 1903; Andrewes and Horder 1906; 
Schleiferand Kilpper-Balz 1984 gene, nov., nom. rev. 

Sinonimo: “Enterococcus", Thiercelin and Jouhaud 1903 

Enterococcus aquimarinus 

API 8407116 = CCM 7283 = CCUG 51308 = LMG16607 

2005 

Svec etal. 2005, sp. nov 

Isolada da agua do mar 

Enterococcus asini 

AS2 = ATCC 700915 - CCUG 44928 = DSM 11492 = LMG 
18727 = NBRC 100681 

1998 

Isolado de mula (Equusasinus) 

Enterococcus avium 

Guthof E6844 = ATCC 14025=CCUG 7983 = CIP103019 = 
DSM 20679 = JCM 8722 = LMG 10744 = NBRC100477 = 
NCIMB 702369 (anteriormente NCDO 2369) = NCTC 9938 = 
VKM B-1673 

1984 

Isolado de passaros. (exNowian and Deibel 1967) Collins etal. 1984, 
nom. rev., comb. nov. 

Sinonimo: “Streptococcusavium", Nowlan and Deibel 1967 

Enterococcus caccae 

2215-02 - SS-1777 = ATCC BAA-1240 = CCUG 51564 

2006 

Isolada de fezes 

Carvalho MGS, Shewmaker PL, SteigerwaIt AG, Morey RE, Sampson 

J, Joyce K, Barrett TJ, Teixeira LM, Facklam RR: Enterococcus caccae sp. 
nov., isolated from human stools. Int. J. Syst. Evoi. Microbiol., 2006; 56: 
1505-1508 

Enterococcus camelliae 

FP15-1 = KCTC13133 = NBRC 101868 = NRIC 0105 = PCU 

277 =TISTR932 

2007 

Isolada defolhas de cha de camelia na Tailandia 

Enterococcus canintestini 

CCM 7285 = CCUG 37857 = CCUG 51312 = LMG 13590 

2005 

Isolada deintestino de cao 

Nota: Enterococcus canintestini foi previa mente conhecida como 
Enterococcus dispar-like 

Enterococcus canis 

CCUG 46666 = LMG 12316 = NBRC 100695 

2003 

Reelassifica^ao de Enterococcusporcinus, Teixeira etal. 2001, posterior 
sinonimo de Enterococcus viliorum Vancanneyt etal. 2001. Int. J. Syst. 

Evol. Microbiol., 2003; 53:1069-1074 

Enterococcus cassetiflavus 
(Vaughan etal., 1979) 

ATCC 25788 = CCUG 18657 = CIP 103018 = DSM 20680 
=JCM 8723 = LMG 10745 = MUTK 20 = NBRC 100478 = 
NCIMB 11449 (anteriormente NCDO 2372) - NCTC 12361 = 
NRRL B-3502 

1984 

Sinonimo: "Streptococcus casseliflavus " 

Enterococcus cecorum 

A60 = ATCC 43198=CCUG 27299 = CIP 103676 = DSM 

20682=JCM 8724 = LMG 12902 = NBRC 100674 = NCIMB 
702674 (anteriormente NCDO 2674) = NCTC 12421 

1983 

Autor: (Devrieseef al. 1983) Williams etal. 1989, comb. nov. 

Validation List No. 31. Int.J. Syst. Bacteriol., 1989; 39:495-497 

Enterococcus columbae 

STR 345 = ATCC 51263 = CCUG 27894 - CIP 103675 - DSM 
7374 - LMG 11740 = NBRC 100677 = NCIMB 13013 

1993 

Devriese et al. 1993, sp. nov. Validation List No. 44. Int. J. Syst. 

Bacteriol.,1993; 43:188-189 

Enterococcus devriesei 

CCM 7299 = CCUG 37865 = LMG 14595 

2005 

Svec etal. 2005, sp. nov. 

Enterococcus dispar 

El 8-1 = ATCC 51266 = CCUG 33309 = CIP103646 = DSM 

6630 - HAMBI2231 = LMG 13521 = NBRC 100678 = 

NCIMB 13000 (anteriormente NCFB 2821) = NCIMB 13000 

1991 

Collins etal. 1991, sp. nov. 

Enterococcus durans 

98D - ATCC 19432 = CCUG 7972 = CIP 55.125 = DSM 

20633 = JCM 8725 = LMG 10746 = NBRC 100479 = NCIMB 
700596 (anteriormente NCDO 596) = NCTC 8307 

1937 

Int. J. Syst. Bacteriol., 1984; 34:220-223 

Enterococcus faecalis 

ATCC 19433 = ATCC 19433-U = CCUG 19916 = CIP 103015 
= DSM 20478 = HAMB11711 = JCM 5803 = JCM 8726 
= LMG 7937 = NBRC 100480 = NBRC 100481 = NCAIM 
B.01312 = NCIMB 775 (anteriormente NCDO 581) = NCTC 

775 

1906 

(Andrewes and Horder 1906) Schieifer and Kilpper-Balz 1984, comb. nov. 
Outros sinonimos: “Micrococcus ovalis”, Escherich 1886 "Streptococcus 
liquefaciens’ 1 , Sternberg 1 892;“Micrococcuszymogenes”, MacCailum 
& Hastings 1899;"Enterocoque",Thiercelin 1902; “Enterococcus 
proteiformif, Thiercelin & Jouhaud 1903; "Streptococcus glycerinaceus' 1 , 
Oria-Jensen 1919 
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Quadro 12.1 ■ Rela^ao das espedes do genera Enterococcus (2010) {eontinuaf&a). 


Ano de 

Especies Cepa referenda* registro Observances 


Enterococcus faecium 

ATCC19434 = CCUG 542 = CIP 103014=CFBP 4248 = DSM 
20477 - HAMB11710=JCM 5804=JCM 8727 = LMG 

11423 = NBRC100486 = NBRC100485 = NCIMB 11508 
(anteriormente NCDO 942) = NCTC 7171 

1919 

(Orla-Jensen 1919) Schleifer & Kilpper-Baiz 1984, comb. nov. 

Enterococcus flavescens 

CA 2 = ATCC 49996 = CCUG 30567 = CECT4481 = CIP 

103525 = CCM 4239 = DSM 7370 = HAMBI2233 = LMG 
13518 = NBRC 100679 

1992 

Pompei etal. 1992, sp. nov. 

Enterococcus gallinarum 

F87/276 = PB21 = ATCC 49573 = CCUG 18658 - CIP 

103013 = JCM 8728 = LMG 13129 = NBRC 100675 = 

NCIMB 702313 (anteriormente NCD0 2313) = NCTC 12359 

1982 

(Bridge and Sneath 1982) Collins etal. 1984, comb. nov. 

Enterococcus gilvus 

PQ1 = ATCC BAA-350 = CCUG 45553 = NBRC 100696 

2002 

Tyrrell etal. 2002, sp. nov. 

Pigmentagao amarela palida 

Enterococcus 

haemoperoxidus 

440 = ATCC BAA-382 = CCM 4851 = CCUG 45916 = CIP 
107129 = LMG 19487 = NBRC 100709 

2001 

Svec etal. 2001, sp. nov. 

Enterococcus 

hermanniensis 

CCUG 48100 = LMG 12317 

2004 

Koort et al. 2004, sp. nov. 

Enterococcus hirae 

E.E. Snell strain R = ATCC 8043 = ATCC 9790 = CCM 2423 
= CCUG 1332 = CCUG 18659 = CCUG 19917 = CIP 53.48 = 
CFBP 4250 = DSM 20160 = HAMBI 644 = HAMB11709 = 

IFO (agora NBRC) 3181 = JCM 8729 = LMG 6399 = NCCB 
46070 = NCCB 58005 = NCIMB 6459 (anteriormente NCD0 
1258) = NCTC 12367 

1995 

Farrow and Collins 1985, sp. nov. 

Enterococcus itolicus 

CCUG 50447 = DSM 15952 = LMG 22039 

2004 

Fortina etal. 2004, sp. nov. 

Isolada de queijo artesanal italiano 

Sinonimo: Enterococcus saccharominimus, Vancanneyt etal. 2004 

Enterococcus malodoratus 

ATCC 43197 = CCUG 30572 = CIP 103012 = DSM 20681 = 
HAMB11569 = JCM 8730 = LMG 10747 = NBRC 100489 = 
NCIMB 700846 (anteriormente NCD0 846) = NCTC 12365 

1955 

(exPette 1955) Collins etal. 1984, nom. rev., comb. nov. 

Cepa de odor fetido 

Sinonimo: "Streptococcus faecalis subsp. Malodoratus", Pette 1955 

Enterococcus moraviensis 

330 = ATCC BAA-383 = CCM 4856 = CCUG 45913 = CIP 
107130 = LMG 19486 = NBRC 100710 

2001 

Svec etal. 2001, sp. nov. 

Isolado da agua 

Enterococcus mundtii 

ATCC 43186 = CCUG 18656 = CFBP 4251 = CIP 103010 
= DSM 4838 = HAMB11570 = JCM 8731 = LMG 

10748 = MUTK 559 = NBRC 100490 = NCIMB 702375 
(anteriormente NCDO 2375) = NCTC 12363 

1986 

Collins etal. 1986, sp. nov. 

Enterococcus pollens 

PQ2 = ATCC BAA-351 = CCUG 45554 = NBRC 100697 

2002 

Tyrrell etal. 2002, sp. nov. 

Colonias de Colorado amareiada 

Enterococcus 

phoeniculicola 

JLB-1 = ATCC BAA-412 = CCUG 48923 = DSM 14726 = KCTC 
3818 = NBRC 100711 

2003 

Law-Brown and Meyers 2003, sp. nov. 

Enterococcus porcinus 

DS1390-83 = ATCC 700913 = CCUG 43229 = CIP 107172 = 
NCIMB 13634 

2001 

Teixeira etal. 2001, sp. nov. 

* Enterococcus villorum", Vancanneyt etal. 2001 

Enterococcus 

pseudoavium 

ATCC 49372 = CCUG 33310 = CIP 103647 = DSM 5632 = 

JCM 8732 = LMG 11426 = NBRC 100491 = NCIMB 13084 
(anteriormente NCDO 2138) 

1989 

Collins efff/.1989,sp. nov. 

Enterococcus rafUnosus 

1789/79 = ATCC 49427 = CCUG 29292 = CIP 103329 = DSM 
5633 = JCM 8733 = LMG 12888 = NBRC 100492 = NCTC 
12192 

1989 

Collins etal. 1989, sp. nov. 

Enterococcus ratti 

DS 2705-87 = ATCC 700914=CCUG 43228 = CIP 107173 = 
NBRC 100698 = NCIMB 13635 

2001 

Teixeira etal. 2001, sp. nov. 

Enterococcus 

saccharoiyticus 

ATCC 43076 = CCUG 27643 = CCUG 33311 = CIP 103246 = 
DSM 20726 = JCM 8734= LMG 11427 = NBRC 100493 = 
NCIMB 702594 (anteriormente NCDO 2594) 

1985 

(Farrow etal. 1985) Rodrigues and Collins 1991, comb. nov. 

Enterococcus 

saccharominimus 

CCM 7220 = LMG 21727 

2004 

Vancanneyt etal. 2004, sp. nov. 

Enterococcus seriolicida 

YT-3 = ATCC 49156 = CIP 104369=JCM 8735 = LMG 

12889 

1991 

Patogeno de peixes 

Kusuda etal. 1991, sp. nov. Lactococcus garvieae (Collins etal. 1984) 
Schleifer etal. 1986 

Enterococcus silesiacus 

W442 = CCM 7319 = LMG 23085 

2006 

Svec etal. 2006, sp. nov. 

Enterococcus solitarius 

885/78 = ATCC 49428 = CCUG 29293 = CIP 103330 = DSM 
5634 = JCM 8736 = LMG 12890 = NBRC 100494 = NCTC 
12193 

1989 

Collins et al. 1989, sp. nov. 

"Tetragenococcus solitarius", (Collins et al. 1989) Ennahar and Car 2005, 
comb. nov. 
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Quadra 12.1 ■ Reia$ao das espedes do genera Enterococcus (2010) (continuafdo). 


Espedes 

Cepa referenda* 

Anode 

registro 

Observances 

Enterococcus sulfureus 

ATCC 49903 = CCUG 30571 = CCUG 33313 = CIP104373 
- DSM 6905 - HAMBI2232 = IMG 13084 - MUTK 31 - 
NBRC100680 = NCIMB13117 (anteriormente NCD0 2379) 

1991 

Martinez-Murcia and Collins 1991, sp. nov. 

Enterococcus termitis 

) CCM 7300 = LMG 8895 

2006 

Svec etal. 2006, sp. nov. 

Enterococcus thailandicus 

FP48-3 = KCTC13134 - NBRC 101867 - NRIC 0107 = PCU 

282 =T1STR 933 

2008 

Tanasupawat etal. 2008, sp. nov. 

Enterococcus villorum 

88-5474 = CCM 4887 = CCUG 45025 — JCM 11557 - LMG 
12287 = NBRC 100699 

2001 

Vancanneyt ef al. 2001, sp. nov. 


Fonte: http://www.dsmz.de. 

*DSM=DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und ZeEIku Ituren GmbH, Alemanha; ATCC=AmericanType Culture Collection, Corporate, EUA; CCM=Czechoslovak Collection of Micro-onganisms, RepObdcaTcheca; NCTC=National Collection 
of Type Cultures, Central Public Health Laboratory, Inglaterra, Reino Umdo; JCM=Japan Collection of Micro-organisms, Japao;TISTR=Thailand Institute of Scientific and Tech no logical Research, Bangkok, Tail andia; PCM=Polish Culture Collection of 
Micro-organisms, Wroclaw, Pofdnfa, LMG=UntversIteitGent, Laboratoriumvoor Mikrobiologie,Gent, Belglca; NBRC=MITE Biological Resource Center, National Institute ofTechnologyand Evaluation (NITE);Todas asculturasIFOforamtransferidaspara 
NBRC Chiba, Japao; NRIC = Nodal Research Institute Culture Coll ecti on, Toquio, Japao; KCTCFP= Korean Collection For Type Cultures, Genetic Resources Center, Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology (KRIBB),Yusong Taejon, Coreia. 


hlbrida^ao de DNA-DNA. As novas tecnicas moleculares, porem, 
concedem pouca aten^ao aos testes fisiologicos rotineiros para 
diferenciar as novas espedes de Enterococcus e Streptococcus. 

Os metodos moleculares mais utilizados sao: perfil de 
proteinas totais, o uso de sondas para genes especificos, como 
o Enterococcus GenProbe®, o uso de tecnicas de rea^ao em 
cadeia da polimerase (PCR) para D-alanil-D-alanina ligase 
(E. faecalis e E. faecium), detec^ao do gene vanC-1 (E. galli- 
narum), do gene vanC-2/3 (E. casseliflavus, “E. flavescens”) e 
ITS-PCR entre 16S e 23S rRNA. 

A tecnica ITS-PCR usa a regiao intergenica 16S-23S do 
rDNA para diferenciaqao de isolados de Enterococcus de ori- 
gem humana e nao humana provenientes de corpos d’agua 
contaminados por poluiqao fecal, como ferramenta para iden- 
tifica^ao da origem da polui^ao. Identificar a origem da con- 
tamina^ao e uma etapa critica para uma avalia^ao precisa e 
a^oes de controle bem-sucedidas e a deteeqao de Enterococcus 
spp. utilizando metodos microbiologicos classicos nao fornece 
informa^ao a respeito da origem dessa polui^ao fecal. Tecnicas 
de sequenciamento dos genes 16S e hibridizaqao de DNA tam- 


bem sao utilizadas. Porem, nenhuma dessas tecnicas substitui 
as provas tradicionais, consideradas como padrao-ouro. 

A identifica^ao de isolados bacterianos em nivel de genero e 
realizada de acordo com a rea^ao a colora^ao de Gram, cresci- 
mento e escurecimento do meio de cultura agar bile-esculina; 
crescimento na presen^a de 6,5% de NaCl, ausencia de catalase 
e presenqa de pirrolidonil-arilamidase (PYR). A identifica^ao 
em nivel de especie pode ser realizada por meio de paineis de 
testes bioquimicos. A identifica^ao tambem pode ser realizada 
por sistemas automatizados, como o VITEK® 2 ( software ver- 
sao 1.02) ou RapidID32Strep s V2.0, de acordo com as reco- 
menda^oes do fabricante. 

Para complementar a classifica^ao de cocos gram-positivos por 
genero sao utilizados os paineis de identifica 9 ao do Quadro 12.2, 
que mostra as caracteristicas fenotlpicas dos diversos generos que 
agrupam os cocos gram-positivos, catalase-negativos. 

Uma vez definido o genero Enterococcus spp., devem ser 
observadas as caracteristicas fenotlpicas das principals espe¬ 
cies de Enterococcus para determinar a especie em questao 
(detalhamento no Quadro 12.3). 


Quadro 122 ■ Caracteristicas fenotlpicas de cocos gram-positivos, catalase-negativos. 


Cocos 

gram-positivos 

Vancomidna 

Gas 

Pinivato 

Leucina amino 
peptidase 

NaCl 

10°C 

45 0 C 

Motilidade 

Hemolise 

Aspecto 

microscopico 

Enterococcus 

| S 

— 

+ § 


+ 

+ 

+ 

V 

Alfa/nao 

Cadeias 

Lactococcus 

1 S 

— 

+ 

+ 

V 

+ 

— 

— 

Alfa/nao 

Cadeias 

Vagococcus 

j S 

— 

+ 

+ 

+ 

+ 

—■ 

+ 

Alfa/nao 

Cadeias 

Streptococcus 

s 

— 

— 


V 

— 

V 

— 

Alfa/beta/nao 

Cadeias 

Abiotrophia 

s 

— 


+ 

— 


— 

— 

Alfa 

Cadeias 

Globicatella 

|s 

—- 

| + 

— 

+ 


—• 

-— 

Alfa 

Cadeias 

Leuconostoc 

R 

— 

— 

— 

V 

+ 

V 

— 

Alfa/nao 

Cadeias 

Weissela 

1 R 

— 

— 

— 

+ 

V 

V 

— 

Alfa/nao 

Cadeias 

Pediococcus 

R 

— 

— 

+ 

V 

— 

+ 

— 

Alfa 

Agrupados 

Tetragenococcus 

S 

-— 

- 


+ 

— 

+ 

'— 

Alfa: 

Agrupados 

Aerococcus 

S 

— 


— 

+ 

— 

“ 

— 

Alfa 

Agrupados 

Helmococcus 

S 

— 


—- 


— 

— 

— 

Nao 

Agrupados 

Gemella 

1 S 

— 

l + 

1 V 

— 

—► 


— 

Nao 

Agrupados 

Alloiococcus 

s 

— 



+ 

— 

■*— 

— 

Nao 

Agrupados 

Doiosigranulum 

s 

—* 

-h | 

+ 


—* 


— 

Nao 

Agrupados 

Facklamia 

1 5 

— 

+ 

+ 

+ 

■— 

— 

— 

Nao 

Agrupados 

Ignavigmum 

I s 

■— 

+ 


+ J 


— 

— 

Alfa 

Agrupados 


S = sensfvel; R - reststente; V= variavel Adaptado deTelxeira e Facklam, 199S, 
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Quadro 12.3 ■ Caracteristicas fenotfpicas usadas na identificagao das espedes mais frequentes de Enterococcus. 







Caracteristicas fenotipicas 3 





Espedes de Enterococcus 

MAN 

SOR 

ARG 

ARA 

SBL 

RAF 

TEL 

MOT 

PIG 

sue 

PYU 

MPG 

Gmpol 

£ avium 

+ 

+ 

— 

+ 

+ 

— 

— 

— 

— 

+ 

+ 

V 

£ raffinosus 

+ 

+ 

— 

+ 

+ 

+ 


■— 

— 

Hh 

+ ] 

V 

£ gilvus 

+ 

+ 

—* 

— 


+ 

— 

+ 

+ 

+ 

+ 

— 

£ pollens 

+ 

+ 

— 

__ 

+ 

+ 

— 

+ 

+ 

+ 

_ 

+ 

£ saccharolyticus b 


+ 

— 

— 

+ 

+ 

— 

—, 

— 

+ 

— 

+ 

£ malodoratus 

+ 

+ 

— 

— 

+ 

+ 


— 

— 

+ 

4- 
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+ 

+ 
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+ 

— 

— 

— 

—- 

+ 

+ 

+ 

"£ bawaiiensis" 

+ 

+ 

— 

— 

+ 

— 

— 

— 

— 

— 
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Grupo II 

£ faecium 
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*— 

+ 

+ 

| V | 
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— 

— 
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— 

— 

£ casseliflavus 

+ 

— 
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+ 

V 

+ 

— 

+ c 

+ c 

+ 
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£ gallinarum 

+ 


+ c 

+ 

- 

+ 

— 

+ c 

— 

+ 

— 

+ 

£ mundtii 

+ 
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+ 

V j 

+ 

— 

— 

+* 


— 

— 

£ faecalis 
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— 

+ c 


+ 



— 

— 

+ c 

+ 

— 

£ haemoperoxidus t> 

+ d 

1— 

+ 4 

— 

— 

—* 

— 

— 

— 

+ 
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"£ sanguinicola" 

+ 

— 

+ 

— 

— 

— 

+ e 

— 

— 

+ 

— 

— 

Grupo III 

£ dtspar 

— 
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+ 

— 

— 

+ 

— 

— 


+ 
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E.birae 

— 
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— 

+ 

— 
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+ 

— 

— 

£ durans 

— 
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— 
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— 

— 

— 
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— 

— 
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+ 

— 

— 

— 

- 

— 
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— 

— 

— 

£ villorum 
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+ 

— 

— 

— 
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— 

— 

— 
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Grupo IV 

£ cecorum b 
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— 

— 

+ 

— 

— 
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+ 

+ 

— 

£ phoeniculicola b 

— 

— 
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+ 

— 

+ 

-— 
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— 

+ 

— 

+ 

£ sulfureus 
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— 
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— 

+ 

— 

— 

+ 

+ 

— 

+ 

Easing 
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“ 

— 

— 

— 

+ 

— 

— 

£ cease 

— 
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— 

— 
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+ 
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Grupo V 

£ canis b 

+ 
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£ columbae b 
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*— 
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“ 

— 
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+ 
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£ moraviensis b 
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— 
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—- 

— 

— 

— 

— 

+ 
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£ hermanniensis 

+ 

— 

— 

— 
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— 

—■ 
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—- 
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£ italicus 

V 

— 

***■ 

— 

V 

— 

— 

— 

— 

+ 

4- 
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5 MAN = manitol; SOR = sorbose; ARG = arginma; ARA = arabinose; SBL = sorbitol; RAF = rafinose;TEL = 0,04% de tefurito; MOT = motrlidade; PIG = pigmento; SUC = sacaros e; PYU = piruvato; MGP = methyl-a-D-glucopEranostdeo; + 
= 90% ou mais das cepas sao posittvas; - = 90% ou mais das cepas sao negativas; V = varlavet [11 a 89% das cepas sac positives). b Caracterisficas fenotipicasfundamentadas m dados de tlpagem de cepas. c Exce0es ocasionais podem 
ocorrer (< 3% das cepas mostram reapes diversas). d P'osftividade tardia [3 ou mais dias de mcuba0o). e Rea0ofraca. AdaptadodeTeixeira, Carvalho e Fatfelan, 2007. 


► Significado dmico e epidemiologia 

A resistencia bacteriana aos antibioticos disponiveis aumen- 
tou drasticamente na ultima decada. A propaga^ao de cepas 
bacterianas multirresistentes dentro de hospitals tornou-se 
uma amea^a que impoe medidas de controle rigorosas. 

Os enterococos resistentes a vancomicina (ERY) foram pri¬ 
me iramente documentados na Europa ocidental por Leclerc 
et al, em 1988. Os ERV sao microrganismos bem adaptados, 
que podem sobreviver por longos periodos de tempo em 
superficies, e sao definidos como: enterococos exibindo con- 
centra^ao inibitoria minima (CIM) a vancomicina de 4 jig/mf 
e resistentes contra diversos antibioticos incluindo penicilinas, 
cefalosporinas, clindamicinas e aminoglicosidios. 


Pode ocorrer transmissao hospitalar pelo contato do 
paciente colonizado por ERV-endemico para outro paciente 
e do profissional de saude para o paciente. A preocupa^ao dos 
epidemiologistas e que ocorra transference da resistencia ao 
antibiotico glicopeptidio vancomicina adquirida ou intrinseca 
dos enterococos para os Staphylococci aureus multirresistentes 
e somente sensiveis a vancomicina, microrganismo importante 
nas infec^oes hospitalares, o que prolongaria a interna<;ao do 
paciente e aumentaria a mortalidade. 

Essa hipotese sobre possibilidade de troca de informa- 
96 es geneticas de resistencia a antibioticos entre os generos 
Enterococcus sp. e Staphylococcus sp. foi testada in vitro e os 
experimentos demonstraram que e possivel a transference de 
genes de resistencia a vancomicina entre generos diferentes. 
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Profissionais de saude tem um importante papel a desempe- 
nhar na preven^ao e controle de ERV no ambiente hospitalar. 
A simples lavagem das maos de maneira correta e frequente 
pode contribuir significativamente para prevenir e controlar a 
propaga^ao do ERY. A educa^ao continuada dos profissionais 
de saude e recursos e importante na preven^ao de cepas ERV. 

- Breve historico sobre a resistencia dos 
Enterococcus a vancomicina 

Na decada de 1950, descobriu-se que o uso de antibioticos em 
ra^oes animais favorecia o ganho de peso em mamiferos e aves. 
Com essa informa^ao, muitos grupos quimieos de antibioticos 
foram usados indiscriminadamente na area veterinaria, principal - 
mente na suinocultura e avicultura, fato que pode ter rela^ao direta 
na sele^ao de resistencia bacteriana a alguns antimicrobianos. 

O uso de avoparcina em ra^oes - um glicopeptidio bas- 
tante semelhante a vancomicina - e associado ao isolamento 
de ERV em alimentos de origem animal, especialmente fran- 
gos de corte, como mostram estudos epidemiologicos reali- 
zados na Dinamarca, Noruega e Holanda. Outras evidencias 
indicam que pode haver transmissao de ERV para pessoas que 
mantem contato com essas fontes, resultando em reservatorios 
humanos dessa bacteria. Como comentado, a contamina^ao 
ambiental oferece um reservatorio importante para futuros 
focos de ERV, perpetuando a transmissao do microrganismo 
inclusive nas institui^oes de saude. 

O aparecimento de amostras de enterococos apresentando 
perfil de multirresistencia a antibioticos (E. faecalis e E. faecium ) 
e carreando o gene vanA, inicialmente na Uniao Europeia (UE), 
rapidamente se estendeu aos EUA e Australia, mobilizando a 
comunidade cientifica nos anos 1990 no sentido de definir os 
mecanismos de resistencia, sobretudo aos glicopeptidios. 

A rela^ao entre coloniza^ao por ERV de aves usadas na 
produ^ao de alimentos e a coloniza^ao de seres humanos pela 
bacteria foi primeiramente sugerida por Bates et al. (1993, 
1994) que recolheram amostras de enterococos resistentes a 
vancomicina com ribotipos identicos nas carca^as de frango 
de origem comercial e de humanos. 

Desde 2000, a Uniao Europeia monitora regularmente a 
presen^a de ERV em fazendas de cria^ao animal, principal- 
mente de aves, com culturas do conteudo cecal em meio sele- 
tivo para ERV suplementado com 16 mg U de vancomicina. 


Alem da identifica^ao da especie, e determinada a resistencia a 
antimicrobianos, a genotipagem da resistencia a vancomicina, 
o sequenciamento para tipagem multilocus (MLST - multilo¬ 
cus sequence typing) e caracteriza^ao do transposon Tnl546. 

No infcio do monitoramento em 2000, a propor^ao de 
amostras positivas para ERV na Europa erabaixa, cerca de 1%. 
Porem, em 2005 ja estava proxima a 40%. Apos a implanta^ao 
de medidas de controle, houve um decrescimo, entre 2005 e 
2006, permanecendo estavel em 30% desde entao. As cepas 
de E. faecium isoladas de aves tem antibiogramas similares, a 
mesma sequencia MLST e ocorrencia do transposon TN 1546, 
sugerindo que foram disseminadas a partir de um clone prin¬ 
cipal e em um ambiente sem qualquer pressao seletiva obvia. 

O uso irregular de antibioticos na area veterinaria e uma 
das diversas hipoteses que tentam justificar o aparecimento de 
resistencia a glicopeptidios. De fato, ha duas correntes princi¬ 
pals, levando em conta a epidemiologia dos enterococos resis¬ 
tentes: nos EUA ha predominio de ERV nos hospitals; e, na 
Europa, predomina coloniza^ao por ERV na comunidade. 

Apesar da ausencia de dados que justifiquem a aquisi^ao 
de ERV fora do ambiente hospitalar nos EUA, os inumeros 
relatos de pesquisadores europeus sugerem que a aquisi^ao da 
bacteria ocorre frequentemente na comunidade, a partir do 
meio ambiente, encontrados nas fezes de animais e alimentos 
de origem animal destinados ao consumo humano. 

A descontinuidade do uso de avoparcina na UE preten- 
deu evitar que um pool de genes de resistencia influenciasse 
a situa^ao de resistencia a antimicrobianos nos servi^os de 
saude humana, no qual cepas animais poderiam ter contato 
com humanos por meio da cadeia alimentar. Porem, apenas 
uma pequena propor^ao de enterococos na flora intestinal de 
frango s sao EVR, e uma vez que a carne de frango e cuidado- 
samente tratada termicamente antes do consumo, o risco de 
transmissao da bacteria do animal para o humano e baixo. 

Ate 1997 nao havia registro de EVR nos hospitals brasileiros, 
com raros estudos sobre epidemiologia ou perfil de resistencia 
de enterococos isolados nas comunidades brasileiras e de ori¬ 
gem veterinaria, por£m a situa^ao mudou. No Sul e Sudeste do 
Brasil existem relatos de resistencia vanA classicas, assim como 
de fenotipos de resistencia vanB com genotipo vanA (E. faecalis, 
grupo clonal HLR-GE/ST - altos niveis de resistencia a ami- 
noglicosfdios), vanB, dentre outros. O Quadro 12.4 mostra os 
diversos genotipos e fenotipos de resistencia dos enterecocos. 


Quadro 12.4 ■ Resistencia intrinseca em Enterococcus.* 


Organ! smos 





Enterococcus faecalis 

R 

R 

R 

LLR 

R | 

R 

«« 

— 

— 

— 

— 

(R) 1 

Enterococcus gallinarum, casseliflavus 

R 

R 

R 

LLR 

R 

R 

R 

>— 

— 

— 

— 

(R) 1 

Enterococcus faecium 

R 

R ] 

R 

LLR 2 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

(R) 1 


*Bacterfas gram-positivas tambem sao fntrinsecamente resistentes a aztreonam, temocilina, polimixirca B/colEstina e acido nalidlxico. 

LLR = baixa resistencia aos aminoglicosideos* Combina^oes de ammogticosfdeos com inibidores de parede cefular (peniciJinas e glicopeptidios) sao sin4rgicas e bacterkidas contra isolados que sao suscetiveis a inibidores de parede celular 
e nao exrbem o alto nivef de resistencia a aminoglicosideos. 

' Enterococos sao normafmente sensivers vitro para suffametoxazol-trimetoprima, emborasejam resistentes a sulfonamtdas sozinlmO usode su Ifa metoxszol-trimetoprima contra enterococos permanece controversy). Provavelmente e 

melhor evitar seu uso em infeqoes graves. 

2 Alem do baixo nivef de resistencia a aminoglicosideos, £ faecium produz uma enzima AAC[6 r ) cromossbrnica que e responsavef pela perda de sinergias entre aminoglicosideos (exceto estreptomicina, amEcacina e estreptomicina) e 
penicilinasoti glicopeptidios, 

Adaptado de Intrinsic resistance in gram-positive bacteria. EUCAST Expert Rules in antimicrobial susceptibility testing, version 1, April, 2008. 
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Nos EUA, onde os ERV sao predominantemente de origem 
hospitalar, relaciona-se a resistencia pelo uso clinico descon- 
trolado de vancomicina nas infec^oes por S. aureus multirre¬ 
sistentes, senslveis somente a vancomicina (Bates, 1997) e nas 
colites por Clostridium difficile. 

Portanto, ha duas situates epidemiologicas distintas: na 
Europa, ha predominio de ERV na comunidade, colonizando 
a popula^ao, e nos EUA os ERV predominam nos hospitals. 
O Brasil encontra-se em uma posi^ao peculiar: faz uso ina- 
dequado de vancomicina em seus hospitals e, provavelmente, 
seguira o padrao americano de dissemina^ao de enterococos 
resistentes a glicopeptidios. No entanto, utilizou avoparcina na 
area veterinaria por aproximadamente dez anos, o que o apro- 
xima da situa^ao epidemiologica europeia. 

Com base nos dados europeus sobre a resistencia adqui¬ 
rida dos enterococos de origem aviaria a glicopeptidios pelo 
uso de avoparcina, entre 1996 e 1998 foi realizado um estudo 
preliminar em Sao Paulo, sudeste do Brasil, com o objetivo de 
avaliar o impacto ecologico do uso de avoparcina nas granjas 
da regiao. Testes de detec^ao de resistencia foram incluidos 
nas normas sanitarias de varios paises para detectar a presen^a 
de cepas ERV em alimentos a base de came, o que contribuiu 
para que o Brasil tambem proibisse o uso de avoparcina em 
seus planteis de frango (visto que o pais e um grande exporta- 
dor de carne de frango) e poderia sofrer san^oes comerciais. 
Nesse estudo, nao foram detectados enterococos resistentes a 
vancomicina nas granjas que faziam uso da avoparcina, porem 
as cepas ja apresentavam um aumento da concentra^ao inibi- 
toria minima (CIM) de glicopeptidios quando comparadas as 
CIM de enterococos isolados em granjas que nao utilizavam a 
avoparcina. 

Mesmo com a proibi^ao de uso de glicopeptidios na area de 
cria^ao animal - recomendada pela comunidade europeia -, 
muitos paises em desenvolvimento da America Latina e Asia 
seguiram usando antibioticos. Embora a restri^ao oficial de 
uso de glicopeptidios como promotores de crescimento ani¬ 
mal, o isolamento de ERV em aves tern aumentando gradual- 
mente em alguns paises mais uma vez. 

- Resistencia dos enterococos a antibioticos 

A variabilidade genetica e a multiplica^ao acelerada permi- 
tem que as bacterias desenvolvam muta^oes especificas para 
adaptar-se a ambientes adversos. Uma muta^ao conferindo 
resistencia a determinada substantia permitira que a bacteria 
sobreviva a a^ao de antibioticos usados nos procedimentos 
terapeuticos. Dois fatores tern acelerado o desenvolvimento 
de resistencia: o acumulo de resistencias adquiridas para uma 
determinada bacteria patogenica, quando classes inteiras de 
antibioticos tornam-se inativas contra el a; a ausencia de novas 
classes de antimicrobianos nos ultimos anos. 

Metodos laboratoriais de triagem de enterococos resistentes 

Os metodos de triagem de enterococos resistentes variam 
de acordo com o autor e tipo de resistencia que se pretende 
determinar - intrinseca ou adquirida. Estuda-se resistencia 
intrinseca a niveis baixos de aminoglicosidios, valores de CIM 
relativamente elevados a betalactamicos, niveis baixos a linco- 
saminas e resistencia a vancomicina (E. casseliflavus, E. galli- 
narum). Para avaliar a efetividade clinica de combina^oes de 
antibioticos contra cepas ERV, sao realizados somente testes 
in vivo. 

Nas availa^oes epidemiologicas para detec<;ao de resisten¬ 
cia de enterococos a grupos especificos de antibioticos - gli¬ 


copeptidios, aminoglicosidios e betalactamicos -, sao usadas 
muitas amostras. E preciso aten^ao a tecnica de triagem ado- 
tada, principalmente em rela^ao as concentrates de antibio¬ 
ticos adicionadas aos meios de cultura. 

O monitoramento da infec^ao por enterococos resistente 
a glicopeptidio (ERG) e uma das principals ferramentas do 
controle de infec^ao relacionada com a assistencia hospitalar. 
As a^oes incluem coleta sistematica de swabs retais em uni- 
dades hospitalares de riscos (portador assintomatico de ERG) 
associada a uma tecnica de isolamento da bacteria e perfil 
de resistencia. Ha diversos metodos disponiveis, como a tec¬ 
nica de PCR multiplex e posterior hibridiza^ao - Genotype® 
Enterococcus | Hain Lifescience - ou os metodos classicos de 
triagem usando a inoculaqao direta de amostras em meio sele- 
tivo. Estes, porem, podem subestimar os dados de enterococos 
multirresistentes em portadores assintomatico s e, portanto, 
devem ser utilizados com muito criterio e aten^ao em estudos 
clinicos. 

As cepas multirresistentes de enterococus podem apresen- 
tar perfis variados de resistencia a antiboticos. Atualmente, 
estuda-se a resistencia a altos niveis de aminoglicosidios 
(high-level aminoglycoside resistance - HLAR) a gentamicina 
e estreptomicina utilizando-se metodos padronizados de 
sele^ao em placas de agar Mueller-Hinton com 500 pg/m^ de 
gentamicina ou 2.000 pg/mf de estreptomicina e difusao em 
disco, usando discos com 120 pg/m/ de gentamicina e 300 pg/ 
mf de estreptomicina, utilizando como cepas-controle nos 
testes de suscetibilidade o Enterococcus faecalis ATCC 29212 
e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Os Quadros 12.4 e 12.5 
resumem os padroes conhecidos de resistencia a antibioticos 
glicopeptidios e resistencia intrinseca de Enterococcus. 

A resistencia a vancomicina e resultado de genes multiplos, 
sugerindo que ela nao foi adquirida recentemente. A maioria 
dos enterococos sao naturalmente resistentes a varios antibio¬ 
ticos (resistencia intrinseca - Quadro 12.6), incluindo cefalos- 
porinas e penicilinas resistentes a penicilinase (p. ex., oxaci- 
lina) e as concentra^oes clinicas aceitaveis de clindamicina e 
aminoglicosidios. 

Quando comparados aos estreptococos, a maioria dos 
enterococos e relativamente resistente a penicilina, ampici- 
lina e ureidopenicilinas, com concentra^oes inibitorias mini- 
mas de 1 a 8 mg/ml? para a maioria dos Enterococcus faecalis 
e ainda mais altas para a maioria dos Enterococcus faecium. 
Muitos enterococos sao tolerantes aos efeitos inibitorios dos 
antibioticos ativos contra a parede celular, incluindo ampici- 
lina e vancomicina; sugerindo que essa propriedade pode nao 
ser inerente, mas adquirida apos exposi^oes sistematicas a 
antibioticos. 

Alem da resistencia natural a diversos antibioticos, os ente¬ 
rococos ainda desenvolveram resistencia mediada por plasmi- 
dios e transposons para as tetraciclinas, minociclinas, doxici- 
clinas, eritromicina e compostos recentemente desenvolvidos, 
como azitromicina e claritomicina, resistencia ao cloranfeni- 
col, resistencia a altos niveis de trimetoprina e altos niveis de 
clindamicina. 

A capacidade de E. faecalis em adquirir caracteristicas de 
multipla resistencia a antibioticos pode ser resultado de meca- 
nismos diferentes e distintos de conjuga^ao entre bacterias. 
A identifica^ao laboratorial das resistencias adquiridas pelas 
cepas hospitalares de enterococos auxilia o medico na escolha 
do tratamento do paciente e no uso racional de antibioticos. 

O estudo dos mecanismos de transferencia de resistencias 
adquiridas entre generos bacterianos por conjuga^ao e dos 
grandes desafios atuais. 
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Quadra 12.5 • Caracteristicas e tipos de resistencia a glkopeptfdios. 


Tip© 


Caracteristica 

Van A 

VanB 

VanC 

VanD 

VanE 

VanG 

Fenotlpo 

Resistencia a 
vancomicina e 
teicoplanina 

Resistencia a 
vancomicina 

Resistencia a 
vancomicina 

Resistencia a 
vancomicina e 
teicoplanina 

Resistencia a 
vancomicina 

Resistencia a 
vancomicina 

Concentra0o inibitoria minima de 
vancomicina (ig/m^ 

64 a >1.000 

4a >1.000 

2 a 32 

64 a 128 

16 

16 

Concentra^ao inibitoria minima de 
teicoplanina pg/ml 

16 a 512 

0,5 a 1 

0,5 a 1 

4 a 64 

0,5 

0,5 

Genotipo 

Van A 

VanB 

j VanC 1 

VanD 

j VanE 

VanG 

Prod utos 

D-Ala-D-Lac 

D-Ala-D-Lac 

D-Ala-D-Ser 

D-Ala-D-Lac 

D-Ala-D-Ser 

7 

J 

Determinante genetico 

Adquirida 

Adquirida 

Intrinseca 

Adquirida 

Adquirida 

Adquirida 

Expressao 

Induzida 

Induzida 

Constitutiva 

Constitutiva 

Induzida 

Induzida 

Local iza^ao dos genes de 
resistencia 

Plasmidios 

Cromossomo 

Cromossomo 

Plasmidio 

Cromossomo 

Cromossomo 

7 

m 

Cromossomo 

Especies em que os fenotipos sao 
encontrados mais frequentemente 

f. faetitim 
f. faecalis 

E. avium 
f. durans 

Emundt 

E. casseliflavus 

E. galinariumi 

E faecium 

E faecalis 

£ galiinarum 

E casseliflavus 

E faecium 

E faecalis 

E faecalis 

Transferivel 

Sim 

Sim 

Mao 

Mao 

Sim* 

Sim 


Adaptadode EUCAST Expert Rules in antimicrobial susceptibility testing, version 1, April, 2008; Murray BN. N. Engi JMed 2000; 342:710-721 e Centinkaya Y (tot.; Gin MicroPiol Ver 2000;13:686-707- * Depardieu 8 Courvalin, 2003. 


Quadra 12.6 ■ Fenotipos excepdonais encontrados nos Enterococcus. 


Organismos Fenotipos excepdonais 


Enterococcus spp. 

Resistencia a iinezolida, daptomicina, tigecidina. Resistencia a teicoplanina, mas nao a vancomicina 

Enterococcus faecalis. Enterococcus galiinarum, Enterococcus 
casseliflavus, Enterococcus avium 

Suscetivel a quinupristina-dalfopristina. Considerar a possibilidade de confundir a identificagao. Se 
tambem e resistente a ampicilina, certamente e E faecium 

Enterococcus faecium 

Resistente a quinupristina-dalfopristina. Considerar a possibilidade de confundir a identificaqio, 
especialmente se for tambem suscetivel a ampicilina 


Adaptado de EUCAST Expert Rules in antimicrobial susceptibility testing, version 1, April, 2008. 


O sistema mais estudado de conjuga^ao envolve a partici¬ 
pate de oligopeptidios denominados feromonios e plasmi- 
dios de resposta a feromonios. Cepas de E. faecalis secretam 
no meio de cultura inumeros feromonios sexuais, peptidios 
de varios tipos com baixo peso molecular para diferentes plas¬ 
mid! os. Quando uma celula contendo um plasmidio de res¬ 
posta a feromonio (uma celula potencialmente doadora) entra 
em contato com o peptidio correspondente ao seu feromonio, 
ocorre liga^ao de um gene de transcribe do plasmidio, resul- 
tando na sintese de uma substancia agregadora na superficie 
celular. Quando uma celula doadora entra em contato com 
outras celulas de E. faecalis , essa substancia agregadora, que 
contem duas moleculas de Arg-Gly-Asp principals, adere ao 
ligante equivalente na superficie da maioria das celulas de E. 
faecalis , levando a format ao de grumos bacterianos. Por um 
processo ainda nao conhecido, o plasmidio de resposta a fero¬ 
monio pode, entao, ser transferido de uma celula doadora 
para uma celula bacteriana receptora. Uma vez que a celula 
receptora tenha adquirido seu plasmidio particular, a sintese 
do feromonio correspondente e inibida para prevenir a autoa- 
gregaqao. Esse sistema de agregaqao ocorre primariamente em 
E. faecalis, sendo altamente eficiente, resultando na transfe¬ 
rence de plasmidios in vitro em caldos de cultura ou filtros. 


Outro sistema de conjuga^ao, tambem nao muito conhe¬ 
cido, envolve plasmidios de conjugate heterogenea que 
podem ser transferidos do hospedeiro para diversos generos 
bacterianos, como estreptococos e estafilococos, e entre espe- 
cies de enterococos. A frequence de transference e menor 
que a do sistema de feromonios e e mais eficiente in vitro em 
filtros do que em caldo de cultura. Uma vez que os estafiloco- 
cos, os estreptococos e enterococos dividem inumeros genes 
de resistencia, esse tipo de plasmidio pode ser o mecanismo 
pelo qual os genes de resistencia se difundem entre os diferen¬ 
tes generos. 

Um terceiro tipo de conjugate, que envolve transposons, 
pode auxiliar na compreensao dos mecanismos de difiisao 
de genes de resistencia para especies muito diferentes. Assim 
como os transposons comuns, que podem s altar de um deter- 
minado sitio do DNA para outro, os transposons conjugati- 
vos tambem codificam a habilidade de fazer conjugate entre 
diferentes celulas bacterianas. Os plasmidios tipicos requerem 
processos bioquimicos bastante complexos para conjugate, 
geralmente dependendo do exito de intera^oes com protei- 
nas de bacterias receptoras, podendo apresentar problemas 
adicionais de exclusao de superficie e incompatibilidade. Os 
transposons conjugativos, que nao se replicam, mas, em vez 
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disso, inserem-se nos cromossomos ou em um plasmidio de 
um novo hospedeiro, parecem ser ate mesmo mais eficientes 
e de maior alcance na dissemina^ao de um gene de resisten- 
cia. Esse mecanismo pode explicar a difusao do gene tetWl do 
transposon conjugativo Tw916 entre as especies gram-positivas 
a partir de organismos gram-negativos, incluindo gonococos, 
meningococos e Haemophylus ducreyi , assim como micoplas- 
mas e ureaplasmas, dentre outros. Os transposons conjugati- 
vos tambem carreiam outros genes de resistencia, incluindo 
os que codificam resistencia a eritromicina e canamicina; sao 
frequentemente relacionados com o Tn9l6. Cada transposon 
pode estar envolvido com um Tn916 ancestral; sua emergencia 
sugere a possibilidade de dissemina^ao posterior de resistencia 
entre organismos gram-positivos. Os relatos sobre aglomera- 
dos de gene vanB com elementos cromossomicos conjugativos 
que parecem similares, pelo menos na fun^ao com transpo¬ 
sons conjugativos, mostram que esses mecanismos podem 
incrementar a resistencia. 

► Interpretagao do 
diagnostico laboratoriai 

O estudo da dissemina^ao de amostras resistentes de ente- 
rococos deve ser realizado criteriosamente. Como exemplo, a 
triagem de pacientes internados em unidades de terapia inten- 
siva, mais expostos a infec^oes hospitalares por enterococos 
multirresistentes, pode ser realizada com uma coleta de swab 
retal ou perianal, tomando-se o cuidado de usar swabs com 
hastes flexiveis, pois os de cabo de madeira podem se que- 
brar e ferir o paciente. O material pode ser diluido em solu- 
9&0 fisiologica ou caldo de cultura (MHB) e encaminhado ao 
laboratorio para analise. 

Os enterococos sao facilmente isolados em meios de cul¬ 
tura liquido ou solido. Meios contendo sangue de carneiro 
desfibrinado sao uteis para visualizar a hemolise (variavel - a, 
3 ou nao hemoliticos), a bile-esculina tambem ajuda na iden- 
tifica^ao. Meios seletivos como Enterococcosel* sao recomen- 
dados no caso de triagem ou controle de infec^ao hospitalar 
por enterococos resistentes a vancomicina. Ha diversos meios 
cromogenicos disponiveis - Chromagar VRE®, chromID VRE S 
[C-ID], chromID VRE* (cIDVRE) - preparados para detec- 
^ao direta de EYR, comparaveis em qualidade, porem alguns 
com tempo menor de incuba 9 ao para inicio da detec^ao das 
cepas resistentes (cIDVRE - 24 h), cujo uso facilita o tempo de 
implementa^ao dos procedimentos de controle de infecqao. 

A determina^ao correta da especie de enterococos pas- 
sou a ter maior importancia clinica visto que a especie tern 
relaqao direta com o aumento de resistencia a antimicro- 
bianos, principalmente nas especies E. faecalis e E. faecium. 
A identifica^ao correta do genero e da especie de isolados 
resistentes 4 vancomicina e primordial, pois existem generos 
intrinsecamente resistentes a glicopeptidios. Nas investigates 
de genotipos de resistencia deve-se ter certeza da identifica^ao 
correta da especie de enterococo, pois a tipagem molecular 
para caracterizaqao de genes de resistencia a glicopeptidios e 
bastante trabalhosa e dispendiosa. 

O uso de cepas referenda da American Typing Culture 
Collection (ATCC) e recomen dado, pois muitas especies apre- 
sentam rea^oes variaveis as diferentes provas bioquimicas, 
podendo ser confundidas entre si. O Quadro 12.1 indica as 
cepas referenda que podem ser usadas nos testes de identifi- 
ca^ao fenotipica. 


► Consideragoesfinais 

Na analise e na interpreta^ao dos dados de resistencia a anti- 
microbianos e importante a atualiza^ao frequente dos valores 
de referenda sobre a concentrate inibitoria minima de cada 
antibiotico. A busca de dados deve ser realizada com criterio 
em organizations de renome internacional. Recomenda-se 
consultar as tabelas oferecidas pelo European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST (http://www. 
eucast.org), nos quais estao disponiveis os valores de cut-off 
da maioria dos antibiotico s em uso na atualidade. A identifi- 
ca^ao correta da especie tambem e muito importante para o 
acompanhamento do desenvolvimento de novos mecanismos 
de resistencia dos enterococos. O uso de metodos sofisticados, 
porem sem criterio na identifica^ao correta, pode comprome- 
ter todo o trabalho do pesquisador. 
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► Introdugao 

As infec^oes por estafilococos constituem um dos diagnos- 
ticos mais frequentes na clinica medica aplicada a seres huma- 
nos e animais em todo o mundo. 1 

Os estafilococos sao bacterias amplamente disseminadas 
na natureza, capazes de sobreviver a extremos de tempera- 
tura, altas concentrates de sal e em ambientes secos. Podem 
penetrar o organismo atraves de cortes ou feridas, invadir a 
corrente sangulnea, o trato urinario, os pulmoes ou o cora^ao, 
causando infec<^oes graves em pacientes cronicos, imunocom- 
prometidos ou hospitalizados. Os individuos saudaveis tam¬ 
bem podem manifestar doenqas estafilococicas tais como as 
que acometem a pele e a endocardite. Os sintomas da infec- 
9 §o sao variaveis e dependem da localiza^ao e da gravidade 
da doen^a. A mastite estafilococica em caprinos e bovinos e 
grave para o animal e tambem para o rebanho, com impacto 
economico na produ^ao animal, pois pode afetar a produ^ao 
de leite. Estima-se que aproximadamente um ter^o dos seres 
humanos sejam portadores assintomaticos de estafilococos 
nas mucosas nasais ou na pele, podendo ocorrer transmissao 
para outras pessoas (portador sao ou assintomatico). 

As infec^oes de pele causadas pelos estafilococos apresen- 
tam-se clinicamente como furunculos, impetigo, celulites e 
sfndrome da pele escaldada. 

Furunculos sao infec^oes de pele bastante comuns que se 
desenvolvem nos foliculos pilosos ou nas glandulas sebaceas 
e se localizam mais frequentemente nas axilas e nas nadegas. 
Inicialmente, a pele torna-se avermelhada e, depois, inchada. 
Ao se romper, o furunculo pode drenar pus, sangue ou um 
liquido amarelado. 

O impetigo e uma infec^ao extremamente contagiosa e 
dolorosa, espalhando-se na camada mais superficial da pele. 
Pode ocorrer em qualquer idade, mas afeta sobretudo crian- 
^as. O impetigo bolhoso produz bolhas grandes e frageis, pode 
ser causado por Staphylococcus aureus e acomete crian^as de 
todas as idades. Afeta frequentemente a face, mas pode apa- 
recer em outros locais. As bolhas que se formam tern paredes 
muito finas e, quando rompem, deixam uma base vermelha 
viva, inflamada, umida. O impetigo comum e causado por 
Streptococcus do grupo A e geralmente acomete crian^as de 3 
a 5 anos. A area infectada desenvolve pustulas que se rompem, 
deixando uma base avermelhada recoberta por uma crosta 
amarelada. Pele traumatizada, com cortes, picadas, machuca- 
dos ou rachaduras, problemas cronicos de saude, desnutri^ao 
ou higiene inadequada podem facilitar o desenvolvimento do 
impetigo tambem em adultos. O Streptococcus pode ainda ser 
transmitido por roupas contaminadas ou toalhas, assim como 
pelo contato direto com secretes das lesoes. A transmissao 
da doen^a pessoa a pessoa pode ser evitada com higieniza^ao 
frequente das maos, de roupas e de ambientes. 

O diagnostico laboratorial do impetigo e feito mediante 
cultura de pequenos fragmentos de pele. A cultura possibilita 
a identifica^ao do microrganismo presente e tambem o teste de 
sensibilidade a antibioticos dos isolados bacterianos. Embora 
benigno, o impetigo comum (por Streptococcus) eventual- 
mente pode causar glomerulonefrite e, se nao tratado, causar 
infec^ao disseminada. A antibioticoterapia inclui derivados de 
penicilina, eritromicina e cefalexina. Nos casos mais leves e 
recomendado tratamento com pomada a base de mupirocina. 

As celulites por estafilococos tambem provocam incha^o e 
vermelhidao da pele, que se apresenta com aparencia de casca 
de laranja, com depressoes na regiao dos foliculos capilares. 


Ocorre geralmente na regiao das pernas e dos pes, principal- 
mente em idosos. 

A sindrome da pele escaldada afeta o recem-nascido, provo- 
cando febre, rash e bolhas. Ao se romperem, as bolhas deixam 
a superficie da pele enrugada e avermelhada, assemelhando-se 
a queimaduras. 2 

Os estafilococos tambem estao relacionados com doen^as 
de transmissao alimentar. Alimentos contaminados podem 
causar sindromes de intoxicate alimentar, com inicio rapido 
dos sintomas, ate 6 h apos a ingestao. Os sintomas incluem: 
colicas abdominais, nauseas, vomitos e diarreia. A doen^a e 
autolimitada, persistindo por 1 a 2 dias, mas os efeitos podem 
se tornar serios em crian^as e idosos. 

A bacteriemia por estafilococos ocorre quando as bacterias 
invadem a corrente sanguinea. Febres persistentes podem sig- 
nificar bacteriemia. A bacteria pode disseminar-se para o san¬ 
gue a partir de infec^oes profundas da pele, afetando outros 
orgaos internos como o cora^ao (endocardite) e/ou pulmoes 
(pneumonia). 

A sindrome do choque toxico relaciona-se com o uso de 
tampoes higienicos e, menos frequentemente, com feridas na 
pele e apos cirurgias. Desenvolve-se subitamente com febre 
alta, nauseas e vomitos, rash nas palmas das maos e na super¬ 
ficie plantar, semelhante a queimaduras solares. Confiisao 
mental, dor muscular, tonturas e dor de cabe^a tambem sao 
sintomas relatados. 

A artrite septica geralmente e causada por estafilococos, 
afetando as articulates dos joelhos, cotovelos, pulsos, assim 
como quadris, ombros e clavicula. Os sintomas sao inflama- 
tes ou incha^o nas articula^oes, dor grave na articula^ao afe- 
tada, febre, calafrios. 

► Infeqoes por estafilococos 
resistentes a meticilina 

A multirresistencia a antibioticos nos Staphylococcus 
aureus , a exemplo do que ocorre em outras especies bacteria- 
nas, e resultado de decadas de uso excessivo e inadequado de 
antibioticos. A resistencia dessa cepa de Staphylococcus aureus 
a varios antibioticos e a meticilina compromete e dificulta o 
tratamento. As infectes da pele por methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) iniciam-se com pequenas man- 
chas avermelhadas superficiais, semelhantes a picadas de ara- 
nha, bolhas ou pustulas. No entanto, essas lesoes rapidamente 
se tornam profundas, formando abscessos dolorosos que 
requerem drenagem cirurgica. A bacteria pode permanecer 
confinada a pele e penetrar o organismo pela corrente sangui¬ 
nea, causando infectes potenciais em ossos, articulates, 
feridas cirurgicas, valvulas cardiacas e pulmoes. 3 

No final dos anos 1980 foram identificados os primeiros 
casos de resistencia a vancomicina entre enterococos, asso- 
ciada aos genes vanA e vanB. 4 Em 1992, Noble et al. ja demons- 
travam experimentalmente que era possivel a transferencia de 
genes vanA dos enterococos resistentes a vancomicina para 5. 
aureus , sugerindo o potencial da bacteria em adquirir esses 
genes in vivo, produzindo resistencia clinica a vancomicina? 

Ate 1996, os MRSA eram suscetiveis a vancomicina, mas, 
como previsto, come^aram a ser detectados os primeiros S. 
aureus com niveis reduzidos de resistencia a vancomicina 
nos EUA e no Japao (concentrate inibitoria minima [CIM] 

> 8 pg/mf), agravando o problema daemergencia de resistencia. 6 
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EntretantOj essas amostras de S. aureus nao eram totalmente 
resistentes a vancomicina, e permaneciam suscetiveis a outros 
antibioticos disponiveis, como as tetraciclinas . 7 

O tratamento convencional das estafilococcias tomou novos 
rumos quando as cepas isoladas passaram a apresentar resis¬ 
tencia tambem aos antimicrobianos de escolha para organis- 
mos gram-positivos, resultando em aumento de morbidade, 
raortalidade e prolongamento da mterna^ao dos pacientes. A 
terapia com vancomicina e de alto custo para os sistemas de 
saude. 

Atualmente, estudos de cepas multirresistentes de S. aureus 
indicam a possibilidade de desenvolvimento de resisten- 
cia total 4 vancomicina, o que tornaria muitas das infec^oes 
estafilococicas sem op^ao de tratamento com o atual arsenal 
terapeutico disponivel. A resistencia a todos os antibioticos, 
incluindo a vancomicina, uma vez instalada em nossos hos¬ 
pitals, podera resultar em serios problemas clinicos e graves 
consequencias na saude publica, pois nao restara alternativa 
terapeutica disponivel no tratamento de infec^oes por estafi- 
lococos panresistentes . 8 

Infec^oes por outras especies de estafilococos, como S. hae- 
molyticus (MRSH), 5. epidermidis e estafilococos coagulase- 
negativos (ECN), com suscetibilidade reduzida a vancomicina, 
tambem estao descritas na literatura . 9-11 

As estafilococcias por MRSA podem ser fatais e o diagnos- 
tico laboratorial e de extrema importancia. Os MRSA ocorrem 
em hospitals ou em outros servi^os de saude, como centros 
de dialise e institutes de longa permanencia ( health care-as¬ 
sociated MRSA [HA-MRSA]). Idosos, adultos e pessoas imu- 
nocomprometidas tern maior risco de adquirir infec^oes por 
HA-MRSA. Recentemente estao sendo observadas infec^oes 
por MRSA em pessoas saudaveis na comunidade em geral, com 
lesoes na pele, infec^oes de tecidos moles e uma forma grave 
de pneumonia ( community-associated MRSA [CA-MRSA ]). 12 

Atualmente, o diagnostico laboratorial das estafilococcias, 
alem da identifica^ao e antibiograma tradicionais, deve incluir 
a detecqao de genes de resistencia a antibioticos por tecnicas 
moleculares. Fredheim et al. encontraram uma grande pre- 
Valencia de genes associados a resistencia a betalactamicos e 
aminoglicosidios, assim como a glicopeptidios e capacidade 
para forma^ao de biofilmes . 13 

Neste capitulo serao abordados os aspectos taxonomicos 
do genero Staphylococcus, a sintomatologia clinica das estafilo¬ 
coccias, os quadros atuais de identifica^ao de genero e especie 
e os fenotipos mais frequentes de resistencia a antibioticos. 

► Taxonomia e descri^ao do 
genero Staphylococcus 

Os generos Staphylococcus, Micrococcus, Stomatococcus e 
Planococcus pertencem a familia Micrococcaceae, que agrupa 
os cocos gram-positivos, catalase-positivos. Tecnicas de hibri- 
diza^ao de DNA-rRNA e comparatives entre os oligonucleoti- 
dios de 16S rRNA indicam que o genero Staphylococcus nao e 
tao proximo dos Micrococcus como se supunha, e sim do novo 
genero descrito como Macrococcus. 14 

Staphylo vem do grego staphyle - cachos de uvas. No exame 
microscopico, os membros do genero Staphylococcus sao celu- 
las esfericas - cocos gram-positivos, de 0,5 a 1,5 pm de dia- 
metro, ocorrendo isolados, em pares, tetrades, cadeias curtas 
(3 ou 4 celulas). Em material patologico ou crescimentos em 


meio solido encontramos geralmente os agregados de estafilo¬ 
cocos em forma de cachos, enquanto em meio liquido podem 
apresentar-se como cadeias curtas ou como agrupamentos 
irregulares caracteristicos, semelhantes a cachos de uva. A 
divisao celular ocorre em pianos perpendiculares sucessivos, 
sem que ocorra separa^ao completa das celulas, resultando em 
agregados irregulares com o aspecto caracteristico citado. Os 
estafilococos sao anaerobios facultativos, quimiorganotrofi- 
cos, com metabolismo respiratorio e fermentativo. As colonias 
geralmente sao opacas, com coloraqao variavel de branco ao 
creme e algumas vezes do amarelo ao laranja. Sao imoveis, nao 
formam esporos, geralmente catalase-positivos e nao capsu- 
lados. Em condiqoes laboratoriais pode ocorrer forma^ao de 
capsula de maneira limitada. As especies S. saccharolyticus e 
S. aureus subsp. anaerobius excepcionalmente produzem gas 
e apos um crescimento inicial anaerobicamente, podem tor- 
nar-se aerotolerantes em subculturas. O Quadro 13.1 mostra 
as diferen^as entre os principals generos de cocos gram-po¬ 
sitivos. 

Atualmente o genero Staphylococcus conta com 41 especies 
e 25 subespecies catalogadas (http://www.bacterio.cict.fr/s/ 
staphylococcus.html). 

As principals caracteristicas de diferencia^ao entre espe¬ 
cies e subespecies do genero Staphylococcus sao: diametro da 
colonia em mm (> 5,0 mm), pigmento carotenoide da colo- 
nia, crescimento aerobico, crescimento anaerobico em tio- 
glicolato, crescimento em agar contendo 10 e 15% de cloreto 
de sodio, crescimento a 15 e 45°C, teste de oxidase (detec^ao 
do citocromo c), produ^ao de acido lactico a partir de L(+)~ 
isomeros e D(-)-isomeros, produ^ao de acetoina, teste da 
aldolase (classes I e II), produ^ao de acido a partir de diver- 
sos substratos (D-xilose, L-arabinose, D-celubiose, D-fucose, 
rafinose, salicina, sacarose, maltose, D-manitol, D-manose, 
D-trealose, a-lactose, D-galactose, p-D-frutose, D-melezitose, 
D-turanose, D-ribose, xilitol), presen^a da enzima hialuroni- 
dase, crescimento na presen 9 a de (NH 4 ) 2 S0 4 (como fonte de 
nitrogenio), redu^ao de nitrato, teste da fosfatase alcalina, da 
arginina desidrogenase, urease, coagulase (sangue de coelho), 
fator cumpUng, fibrinolisina, hemolise, produ^ao de DNAse, de 
nucleases estaveis ao calor, de p-glucosidase, P-glucuronidase, 
p-galactosidase e resistencia a novobiocina (concentra 9 ao ini- 
bitoria minima ^ 1,6 pg/m^) e testes de catalase, coagulase, 
resistencia a novobiocina, DNAse, presen 9 a de proteina A e 
lise pela enzima lisostafina (Manual Bergey, 1995). 

A presen 9 a de capsula em algumas amostras de S. aureus 
pode ser observada pelo metodo da tinta da India, tecnicas 
de microscopia eletronica ou rea 9 ao de Quellung com antis- 
soro capsular especifico. Aparentemente a presen 9 a de capsula 
e mais frequente in vivo do que apos cultivo in vitro, podendo 
estar relacionada com a virulencia da cepa . 15 

A maioria das cepas de 5. aureus produz um pigmento caro¬ 
tenoide amarelo-ouro caracteristico em meio solido, podendo 
ocorrer varia 9 oes do branco ao alaranjado. As especies de S. 
epidermidis geralmente sao brancas e as de 5. saprophyticus 
branco-acinzentadas. As colonias de estafilococos sao bem 
definidas, arredondadas, convexas, com aproximadamente 
4 mm de diametro. 

As colonias de S. aureus em agar-sangue apresentam-se 
rodeadas por um halo claro de beta-hemoiise, cuja intensi- 
dade ou tipo de hemolisina liberada dependera da cepa e da 
fonte de sangue utilizada. 5. saprophyticus e nao hemolitico, 
enquanto algumas cepas de S. epidermidis tambem podem 
apresentar beta-hemolise . 15 
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Quadra 13.1 • Identifica^ao de generos de cocos gram-positivos. 9 


Generos 


Testes 


Staphylococcus 

Macrococcus 

Enterococcus 

Streptococcus 

Aerococtus 

Planococcus 

Micrococcus 

Conteudo de G+C (% molecular) de DNA 

30 a 39 

38 a 45 

34 a 42 

34 a 46 

35 a 40 

39 a 52 

66 a 75 

Aerobio estrito 

— 

± 

— 

— 

— 

+ 

+ 

Aerobio facultative ou microaerofilo 

i 

+ 

+ J 

+ 

+ 

— 

—. 

Anaerobio estrito 

— 

— 

— 

i 

— 

— 

— 

Arranjo das celulas em tetrades 

i 

i 

■— 

— 

+ 

i 

+ 

Forte aderencia ao agar 

_# 

— 

— 

— 

— 

— 


Motlfldade 

*— 

— 

i 

— 

— 


— — 

Cresclmento 

Agar 5% NaCl 


+ 

+ 

i 

+ 

+ 

+ 

em: 

Agar 6,5% NaCl 

+ 

H- 

+ 

i 

-h 

+ 

4“ 


Agar 12% NaCl 

i 

+ 

± 

-— 

4- 


i 


PagaremlSh* 

+ 

i 

± 

— 

— 

— 

— 


AgarSchleifer-Kramer** 

+ 

nd | 

± 

— 

nd 

nd 

— 

Resultado da rea^ao de catalase' 

+ 

+ 

— 

— 

— 

+ 

4“ 4* 

Resultado do teste de benzidina'* 



— 

-— 

— 

+ 

+ 

Resultado do teste de oxidase modificado 

— 

+ 

— 

— 

— 

nd 

1 “ + 

Producao anaerobica de acido a partirde glicose 

] 

— 

+ 

| + 

+ 

— 

i“ 

Produce aerdbica de acido a partirde glicerol 

+ 

i 

i 

i 

nd 

— 

—. 

Resistenda a: 

Lisostafina (200 p/m^) 

—• 

— . 

+ 

f 

4“ 

+ 

4- 


Eritromicina (0,4p/mf) 


+ 

+ 

— 

nd 

nd 

— 


Bacitracina (0,04 U) b 

+ 


+ 

| i 

— 

nd 

— 


Furazolidona (100p/m^) c 

_ 

— 


— 

— 

— 

| + 


a Simbolose abrevla^oes: + = 90% ou mais espedes ou cepas produzem rea^ao positiva;— — 90% ou mais especies ou cepas sao negativas a rcagao; i = 11 a 89% de especles ou cepas posEtivas; nd = nao determmado. 
b t usado um dfsco com aniibiotico. Reagoes posillvas indicam resist^ncia e nenhuma 2 ona deinib^ao. Miaowaus, Stmotococm tAemmonasspp.msusmms eapresentamzonademlb^aode 10 a 25 mm de diametro. 
'Algumas cepas de5. epidermidis aderem fortemente a superficie do agar, propriedade relacionada com a produce de Mime [slime). 

*0 cresclmento em P agar £realrzado sob conduces aeroblcas a 35 a 37^. 

**tresclmento no agar SchEeEfer-Kramer sob ton didoes aerobfeas a 35 a 37°C por 24 a 48 b. Coiomascom no mmimo 1 mm de diSmetro indicam cresclmento positive +. CoEcnlas entre 0,5 e 1 mm de diametro use simbolo ±. 
■ lima reafao [eve ou pseudocatalase pode ser observada em certas cepas de espedes designadas como catalasemegativas. Em afgumas especles a atividade da catalase pode serativada pela suplementapo de bemlna. 
*Teste da benzidina detecta a present decitocromos. AEgumas cepas de espedes com teste negative de benzfdtna podem sintetizar dtocromosem melo suplementado com hemina, em aerobiose (Faller e SchleEfer, 1961). 
^Algumas cepas deMc/ococct/s demonstram altos nt'vels de resistenda a erhtromldna [CIM ^ 50 pg/mft 
Fontes: Adapta^aodeBannermane Peacock, 2007;^ Cowan e Steel, 1981; 15 Kloose Lambe, 1991J 6 


S. aureus e S. epidermidis tern metabolismo anaerobic facul¬ 
tative, fermentando a^ucares e produzindo grandes quantida- 
des de acido lactico. Os estafilococos t£m enzimas respirato- 
rias contendo o grupo heme, tais como os citocromos a, b eo, 
o qual content grupo s prosteticos ligados firmemente, capazes 
de doar ou receber eletrons assim como promover oxida^ao 
ou redu^ao. A enzima catalase, em que o grupo heme tambem 
esta presente, e responsavel pela desintegra^ao de peroxido de 
hidrogenio, prevenindo o acumulo desse composto altamente 
toxico para a bacteria. 15 

As especies de estafilococos mais frequentes nas estafilococ¬ 
cias humanas sao: 5. aureus, S. epidermidis, S. hominis, S. hae- 
molyticus, S. warneri, S. capitis, S. saccharolyticus, 5. articularis, 
S. simulans, S. saprophyticus, S. cohnii e S. xilosus. As especies 
que podem causar doen^as em animais sao: S. aureus, S. inter- 
medius, S. hyicus subsp. hyicus, S. sciuri, S. lentus, S. caprae e S. 
gallinarum. Alguns primatas sao colonizados por especies de 
estafilococos que tambem sao isoladas em humanos. Algumas 
especies sao de interesse industrial, como o S. carnosus, usado 
em processos de ferment at; ao de carnes, no preparo de salames 
e salsichas. Pode-se isolar S. caseolyticus do leite e derivados. 16 
A especie 5. piscifermentans foi isolada de peixe fermentado, 
na Tailandia. 17 

No diagnostico laboratorial, utiliza-se a atividade da 
catalase para distinguir o genero Staphylococcus do genero 
Streptococcus, que sao catalase-deficientes. No final dos anos 


1950 foi introduzida a prova de fermenta^ao de glicose para 
diferenciar entre Micrococcus e Staphylococcus, ambos os gene¬ 
ros catalase-positivos. Os Staphylococcus fermentam glicose 
anaerobicamente, enquanto os Micrococcus oxidam o a^ucar 
ou nao o atacam. Os estafilococos fermentam manitol e cres¬ 
cent em concentrates de cloreto de sbdio que sao inibitorias 
para outros microrganismos, como, por exemplo, NaCl a 7,5%, 
capacidade utilizada na identifica^ao das amostras. Apesar do 
cresclmento em anarobiose, S. aureus e S. epidermidis cres¬ 
cent melhor aerobicamente, inclusive a presen^a de oxigenio e 
necessaria para a produ^ao de pigmento nas colonias. 

O Quadro 13.1 mostra algumas caracterfsticas de diferen- 
cia^ao do genero Staphylococcus de outros generos da familia 
Micrococcaceae que tambem sao catalase-positivos 15 e a dife- 
rencia^ao entre as especies mais frequentes em nosso meio. As 
novas especies introduzidas sao: S. condimenti , 18 S. lutrae , 19 5. 
muscae, w S. pasteuri, 21 S. succinus 22 S. piscifermentans 17 e S. 
pulvereri 23 

Algumas caracterfsticas especfficas, referentes £ estrutura 
da celula bacteriana, sao usadas nos metodos de tipagem 
molecular. Por exemplo, o peptidoglicano da parede celular 
das celulas estafilococicas, que e caracterizado por pontes de 
pentaglicina que unem os tetrapeptidios ligados a resfduos de 
acido muramico. Essas pontes de pentaglicina sao suscetiveis 
a a^ao de enzimas como a lisostafina, que lisa Staphylococcus, 
mas nao Micrococcus. Schleifer e Kloos (1975) determinaram 
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que o genero Staphylococcus e sensivel a lise por lisostafma } mas 
nao a lisozima, caracteristica que pode ajudar na separa^ao de 
plasmidios de resistencia a farmacos nas tecnicas moleculares 
e tambem na diferencia^ao com outros generos. 24 A lisozima 
age na parede dos Micrococcus, mas nao lisa Staphylococcus . 15 


As especies atuais de Staphylococcus e seus codigos 
de referenda das Coleqoes de Cultura a que pertencem 
estao descritas no Quadro 13.2. Consulte tambem, para atua- 
liza^ao: http://www.dsmz.de/micro-organisms/bacterial_ 
nomenclature.php?). 


Quadro 13.2 ■ Rela^ao das especies e subespedes do genero Staphylococcus (2009). 


N® 

Especies 

Cepa referenda" 

Ano de registro 

Observa;oes 


Staphylococcus 

— 

1884 

Sinonimo: 4uroam/s 

1 

5. arlettae 3 

BP47, DSM 20672 

1985 

Isolado de animal 

2 

S. aureus * 

ATCC 12600 

1884 

Subespede anaerobius ATCC 35844, DSM 20714, MVF-7 (1985) 
Subespede aureus ATCC 12600, CCM 885, DSM 20231, NCD0 949, 
NCTC 8532 

3 

5. Quricularis 

ATCC 33753, DSM 20609, WK 811M 

1983 

Isolado do ouvido externo humane 

4 

5. capitis 

ATCC 27840 

1975 

Staphylococcus capitis subsp. capitis 

Sinonimo: Staphylococcus capitis 

ATCC 27840, CCM 2734, DSM 20326 

Subespede urealyticus ATCC 49326, DSM 6717, MAW 8436 (1992) 
Subespede ureolyticus (1991) 

5 

5. caprae 3 

143.22, CCM 3573, DSM 20608 

1998 

Devrieseef al. 1983 emend. Kawamura eta!., 1998 

6 

5. camosus 3 

DSM 20501 3^1 

1982 

Subespede utiiis DSM 11676, SK11 (1998) 

7 

5. caseolyticus 3 

ATCC 13548, DSM 20597 

ex Evans 1916 
atual 1982 

Sinonimo: Macrococcus casseolyticus (1998) 

8 

S. chromogenes 3 

ATCC43764, CCM 3387, DSM 20454, NCTC10530 

1978 

Sinonimo: Staphylococcus hyicus subsp. chromogenes 

9 

5. cohnii 

ATCC 29974, CCM 2736, DSM 20260 

1975 

Staphylococcus cohnii subsp. cohnii 

Subespede urealyticus ATCC 49330, CK27, DSM 6718 (1991) 

10 

5. condimenti 

DSM11674 

1998 

Isolado de molhodesoja 

Sinonimo: Tetracoccus soyae, Ueno e Omata, 1961 

11 

5. delphini 1 

DSM 20771 

1988 

Coagulase-positivo, isolado de golfinho 

12 

S. epidermidis 

ATCC 14990, CCM 2124, DSM 20044 

1908/1916 

Isolado da pele humana 

13 

S. equorum 3 

DSM 20674, PA231 

1985 

Sinonimo: equorum subsp. Equorum 

5. equorum subsp. linens novobiocina-resistente 

14 

5. felis* 

ATCC 49168, DSM 7377, GD521, JCM 7469 

1989 

Isolado de gatos 

15 

S. fieurettiii 

241, OP 106114, DSM 13212 

2000 

| Isolado de queijo de cabra 

16 

S. gall inarum 3 

CCM 3572, DSM 20610 j 

1983 

Isolado deaves 

17 

S. haemolyticus 

ATCC 29970, CCM 2737, DSM 20263 

1975 

Isolado da pele humana 

18 

S. hominis 

ATCC 27844, DSM 20328 

1975 

Sinonimo: hominis subsp. hominis (1998) 

5. hominis subsp. novobiosepticus ATCC 700236 (1998) 

19 

5. hyicus*- 3 

ATCC 11249 

1953 

5. hyicus subsp. chromogenes 

5. hyicus subsp. hyicus subsp. chromogenes NCTC 10530 (1978) 

20 

S. Intermedia*’ 1 

ATCC 29663, CCM 5739, DSM 20373, NCTC 11048 

1976 

| Isolado de animal 

21 

S. kloosii 3 

DSM 20676 SC 210 ^ 

1985 

Novobiocina-resistente 

22 

5. lentus 3 

ATCC 29070, DSM 20352 

1976 

Staphylococcus sciuri subsp. lentus 

23 

S. lugdunensis 

ATCC 43809, DSM 4804, N 860297 

1988 

Isolado de amostra dinica humana 

24 

S. lutrae 

DSM 10244, M340/94/1 Jj 

1997 

Isolado de lontras 

25 

S. muscae 

CCM 4175, DSM 7068, MB4 

1992 

Isolado de moscas 

26 

5. nepalensis 

CCM 7045, CW1, DSM 15150 

2003 

Isolado de cabrasda regiao do Himalaia 

27 

S. pasteuri 

ATCC 51129, BM9357, CCM 4389, DSM 10656 

1993 

Isolado de amostras humanas, animals e alimentos 

28 

S. pettenkoferi 

B3117, CCUG 51270, CIP107711 

2007 

Coagulase-negativo, isolado de amostra humana 

29 

S. piscifermentans 

DSM 7373, JCM 6057, NRfC 1817, SK03, TtSTR 824 

1992 

Isolado de peixe fermentado daTailandia 

30 

S. pseudintermedius 

CCUG 49543, LMG 22219, ON 86 

2005 

Coagulase-positivo, isolado de animals 

31 

S. pulvereri 

DSM 9930, NT215, PCM 2443 

1995 

Sinonimo: Staphylococcus vitulinus 

Isolado de especies animais e humanas 

32 

S. saccharolyticus 

ATCC 14953, DSM 20359 

1948/1984 

Transferido do genero Peptococcus (1981) 

Sinonimo: Pep tococcus saccharolyticus 

33 

5. saprophyticus 

CCM 4410, KV12 

1940 

Subespede bovis CCM 4410 (1996) 


S. saprophyticus subsp. Saprophyticus 

ATCC15305, CCM 883, DSM 20229, KCtB 8711, NCTC 7292 (1951) 


Continua 
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Quadra 13.2 ■ Relacao das espedes e subespedes do genera Staphylococcus (2009) (continuqao). 



Espedes 

Cepa referenda* 

Ano de registro 

Observables 

34 

5. sihleiferi 

ATCC 43808 

1988 

Isolado de amostras dmicas humanas 

Subespede coagutans JCM 7470 (1990) 

5. schleiferi subsp. schleiferi 

35 

5. sduri* 

ATCC 29062, DSM 20345 

1976 

S. sduri subsp. carnaticus ATCC 100058 (1997) 

5. sduri subsp. lentils ATCC 29070 (1976) 

5. sduri subsp. rodentium ATCC 700061 (1997) 

Sinonimo:S. sduri subsp. sduri 

36 

5. simiai 

CCM 7213, LMG 22723 

| 2005 

Isolado de macacos-prego sul-americanos 

37 

S. simuians 

ATCC 27848, CCM 2705, DSM 20322 

(1975 

Sinonimo: Staphylococcus staphylolyticus 

38 

5. succinus 

AMG-D1, ATCC 700337, DSM 14617 

1998 

Isolado de Smbardominicano 

5. succinus subsp. Casei (2003 - CIP107658, DSM 15096, SB72) 

5. succinus subsp. succinus (1998 - AMG-D1, ATCC 700337) 

39 

5. vitulinus 

ATCC 51145, DD756 

1994, 

redassifreado em 
2004 

Staphylococcus pulvereri (heterotypic syn.), Staphylococcus vitulus 
(nome ortograficamente incorreto) 

40 

5. warneri 

ATCC 27836, CCM 2730, DSM 20316 

11975 

Isolado da pele humana 

41 

5. xylosus 

ATCC 29971, CCM 2738, DSM 20266 

11975 

Isolado da pele humana 


*Coagulase-positivos. 

a EspecEes nao Esoladas no set humane. 

# D5M = Deutsche Sammlung von Mifcroorgangsmen und ZeMkulturen GmbH, Alemanha; ATCC = American Type Culture Collection. Corporate, EUA; CCM = Czechoslovak Collection of Micro-organisms, Republics Tcheca; NCTC = National 
Collection of Type Cultures, Central Public Health Laboratory, inglaterra, Reino Unirfo; JCM = Japan Collection of Micro-organisms, Jap a o; II SIR=Thailand Institute of Scientific and Technological Research, Bangkok, Tailandia; PCM = Polish 
Culture Collection of Micro-organisms, Wroclaw, Po-I&nia. 

Fontes: http://www-sv.cict.fr, http://www.dsm 2 .de/micro-on 5 anisms/bacterial_nomenclature.php? 


Os produtos celulares e extracelulares dos 5. aureus 
incluem antigenos cap sulares, protein a A, coagulases (livre 
e ligada), heraolisinas, leucocidina, enterotoxinas, toxinas 
epidermoliticas e a toxina da smdrome do choque toxico. Os 
antigenos especie-especificos dos estafilocoeos sao os aci- 
dos teicoicos de parede celular. Como determinante anti- 
genico, ligado ao ribitol no S. aureus, encontra-se o acido 
ribitol-teicoico, ligado a glicosamina por melo de liga^ao 
glicosidica alfa ou beta, ou ambas. O determinante antige- 
nico do 5. epidermidis e um esqueleto de glicerol fosfato 
ao qual se ligam os residuos de glicose por meio de liga- 
^oes glicosidicas alfa ou beta, formando o acido glicerol- 
teicoico. Em determinate es imunoquimicas das especies 
de estafilocoeos utilizam-se anticorpos especificos contra 
essas estruturas . 25:26 

Os estafilocoeos tern a capacidade de aglutinar plasma 
(coagulase-positivos e coagulase-negativos) e este e o criterio 
melhor aceito e mais amplamente utilizado nos laboratories 
para identificaqao das especies de estafilocoeos patogenicos 
em humanos e animais. 

Ha dois tipos de teste para detec^ao de coagulase: o teste 
em tubo, para detec 910 da enzima chamada de coagulase livre, 
e o teste em lamina, um teste bastante rapido usado para sele- 
9&0 de cepas, onde se detecta a coagulase ligada ou coupling 
factor. 27 Pode-se utilizar varios tipos de plasmas, com exce- 
9&0 do plasma humano, que tambem tern fatores de inibi^ao 
e de agrega^ao. Ha plasmas de coelho disponiveis comercial- 
mente, liofilizados, contendo citrato ou EDTA, a maioria satis- 
fatoria. Economicamente, o teste em lamina e mais barato do 
que o teste em tubo, porem 10 a 15% das cepas de S. aureus 
(coagulase-positivas) podem apresentar resultados falso-ne- 
gativos, devendo ser reexaminadas com o teste em tubo. As 
especies S. hyicus (coagulase-variaveis) e S. intermedius (coa¬ 
gulase-positivas) sao de particular importancia em medicina 
veterinaria . 28 


Antes considerados como contaminantes, atualmente os 
estafilocoeos coagulase-negativos tambem sao identificados 
nos laboratories de microbiologia clinica por meio de identifi- 
ca^ao rapida da especie por metodos automatizados, uma vez 
que algumas especies estao sendo reconhecidas como impor- 
tantes patogenos oportunistas em infec^oes hospitalares e fre- 
quentemente isolado s em hemocultura. 

Os estafilocoeos coagulase-negativos (ECN), apos colo- 
niza^ao da pele ou mucosas, em especial S. epidermidis e S. 
saprophyticus, podem aderir e proliferar em determinados 
materials biossinteticos (polimeros plasticos usados na confec- 
9&0 de cateteres etc.), causando infec^des locals ou sistemicas. 
Uma vez aderida, a bacteria passa a produzir uma substancia 
polissacaridica extracelular viscosa - o slime - que a envolve 
completamente. 

Investigando a patogenia das infec^oes causadas por ECN, 
Pfaller e Herwaldt (1988) concluiram que a produ^ao de slime 
e um fator de virulencia importante na coloniza 9 ao e desenvol- 
vimento de infec^oes em proteses e dispositivos intravascula- 
res, valvulas prosteticas, marca-passos, artroplastias, cateteres 
intravenosos, deriva^oes intravenosas ou do liquido cerebro- 
espinal, proteses vasculares, proteses articulares, cateteres de 
hemodialise ou dialise peritoneal ambulatorial continua . 29 O 
S. saprophyticus tambem e reconhecido como agente etiolo- 
gico importante em infec^oes urinarias em mulheres j ovens e 
sexualmente ativas. 

A caracteriza^ao dos estafilocoeos coagulase-negativos e 
sua potencial patogenicidade e realizada de acordo com o seu 
biotipo - por meio de sistemas comerciais como API S Staph- 
Ident System, API* Staph-Trac, Minitek* Sceptor® Gram¬ 
positive MIC/ID, Vitek*Gram-positive, Micro scan®, entre 
outros. Outros testes que podem ser utilizados: resistencia a 
antimicrobianos e antissepticos, perfis plasmidiais e/ou cro- 
mossomicos, produ^ao de slime , propriedades de aderencia a 
plasticos e polimeros similares e suscetibilidade a fagocitose. 
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► Resistencia a antimicrobianos 

A capacidade adaptativa dos estafilococos aos antibio- 
ticos resultou na emergencia de cepas de S. aureus resisten- 
tes a meticilina (MRSA) a partir dos anos 1960. Em 1975, foi 
isolada na Australia uma cepa particular de S. aureus, epide- 
mica e resistente a meticilina (EMRSA-1), diferente de outras 
cepas resistentes a meticilina que nao necessariamente causa- 
vam problemas epidemicos ou endemicos. Constatou-se que 
essa cepa era geneticamente diferente das amostras anteriores 
denominadas “classicas”, e foi chamada de EMRSA (“epidemic 
methicillin-resistant S. aureus - MRSA”). Foi demonstrado que 
essa amostra apresentava caracteristicas distintas de padrao de 
fagotipagem, perfil plasmidial, analise do DNA cromossomico 
e comportamento epidemiologico diferenciado. 30 


As amostras de S. aureus multirresistentes alteram o espec- 
tro de patogenicidade e morbidade das estafilococcias, levando 
a possibilidade de infec^ao hospitalar com consequencias 
nunca antes imaginadas. A possibilidade da cepa MRSA colo- 
nizar pacientes e profissionais de saude, tornando-os os prin- 
cipais reservatorios dentro do hospital, ao lado dos pacientes 
infectados, mostra a importancia de seu acompanhamento 
criterioso quando detectadas. Essas amostras constituem um 
problema particular pelo fato de serem facilmente transmi- 
tidas de pessoa a pessoa, podendo ser carreadas de maneira 
assintomatica. 31 

O diagnostico laboratorial e controle de cepas multirresis¬ 
tentes passou a ser crucial nos hospitais. A identifica^ao e a 
notifica^ao do tipo de resistencia seguem normas internacio- 
nais, pois sua permanencia no ambiente institucional pode oca- 
sionar surtos. O Quadro 13.3 apresenta as normas europeias. 32 


Quadro 13.3 • Regras de interpretagao de resultados de testes de sensibilidade a antimicrobianos para Staphylococcus spp. 


Organismo 

Agente 

Regra 

Exce^ao 

Base cientffica 

Grau de 
evidencia 

References 

bibliograficas 

Betalactamicos 

Staphylococcus 

spp. 

Isoxazolil- 

penicilina 

Se resistente ao isoxazoiil-penicilina 
(determinada com oxacilina, cefoxitina 
ou pordetec^ao do gene mecA ou 

PBP2a), identificarcomo resistente a 
todos os betalactamicos 

Cefalosporinas 
anti-MRSA em 
desenvolvimento 
(p. ex., ceftobiprol 
e ceftaroiine) 

Produ^ao de PBP2a (codificadas pelo 
gene mecA) leva a resistencia cruzada 
a betalactamicos, exceto ceftobiprol e 
ceftaroiine 

A 

33,34 

Aminogiicosidios 

Staphylococcus 

spp. 

Canamicina 

Se resistente a canamicina, foi perdido 
o sinergismo de canamicina e amicacina 
com betalactamicos. Identificarcomo 
resistente a canamicina e amicacina 


A resistencia a canamicina sedeve 
geralmente a produgao de enzimas 
do tipo APH(3')l-3, ANT(4')(4")-I 
ou APH(2')-AAC(6) bifuncional que 
determinam a perda de sinergismo 
da canamicina com betalactamicos e 
glicopeptidios, independentemente do 
valor deCIM 

C 

35,36 

Staphylococcus 

spp. 

Tobramicina 

Se resistente a tobramicina, foi 
perdido o sinergismo da canamicina, 
tobramicina e amicacina com 
betalactamicos ou glicopeptidios. 
Identifique como resistente a ca¬ 
namicina, tobramicina e amicacina 


A resistencia a tobramicina e 
geralmente devida a produjao de 
enzimas ANT(4') (4")l ou bifuncional 
APH(2')- AAC(6) que determinam 
perda de sinergismo a canamicina, 
tobramicina e amicacina com 
betalactamicos e glicopeptidios, 
independentemente do valor de CIM 

c 

37 

Staphylococcus 

spp. 

Gentamicina 

Se resistente a gentamicina, foi 
perdido o sinergismo a todos os 
aminogiicosidios com (3-lactamicos 
ou glicopeptidios. identifique como 
resistente para todos os 
aminogiicosidios 

Estreptomicina 

Resistencia a gentamicina se deve 
geralmente a produce de enzima 
bifuncional APH(2')- AAC(6), que 
determina a perda de sinergismo 
com aminogiicosidios (exceto 
estreptomicina) com betalactamicos e 
glicopeptidios, independentemente do 
valor deCIM 

B 

38,39 

Quinolonas 

Staphylococcus 

spp. 

Ofloxacina 

Ciprofloxacina 

Se resistente a ofloxacina ou 
ciprofloxacina, mas nao a moxifloxacina 
ou levofloxacina, identificarcom alerta: 
aquisi^ao de uma primeira muta^ao 
pode ievar ao desenvolvimento de 
resistencia durante a terapia com outras 
quinolonas 


Aquisigao de pelo menos uma 
mutajao-alvo em grIA 

C 

40,41 

Staphylococcus 

spp. 

Levofloxacina 

ou 

moxifloxacina 

Se resistente a levofloxacina ou 
moxifloxacina, identificar como 
resistente a todas as fluorquinolonas 



c 

42,43 


Continua 
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Quadra 13.3 ■ Regras de interpretagao de resultados de testes de sensibilidade a antimicrobianos para Staphylococcus spp [continuafao). 


Organismo Agente Regra 


Excegao Base cientifica 


Grau de References 

evidenda bibliograficas 


Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas 

Todos Eritromicina 

e a dasse 
representativa 
para l^e 15- 
macrol ideas 
agrupados 
pelosaneis 


Staphylococcus - Se resistente a eritromicina, mas 

spp. suscetivel a clindamicina ou 

lincomicina, testar para resistencia 
induzivel MLSB. 

Se negativa, relatar como suscetivel a 
clindamicina e a lincomicina. 

Se positive, ou relatar como resistente 
a clindamicina e a lincomicina ou 
relatar como suscetivel, com urn aviso: 
"Pode ocorrerfalencia dinica durante 
tratamento com clindamicina ou 
lincosamina por selegao de mu- 
tantes resistentes constitucionais." £ 
provavelmente melhor evitar o uso de 
dindamicina/lincomicina em infeegoes 
graves 


Staphylococcus Quinupristina- Se resistente a clindamicina, alertar 

spp. dalfopristina sobre o perigo de a atividade 

bactericida da quinupristina- 
dalfopristina estar reduzida 


Resistencia a eritromicina e geralmente C 44 

devida a produce de metilase 

ribossomal codificada por genes erm, 

conferindo o fenotipo macrolideo- 

lincosamida-estreptogramina B 

(MLSB) ou pela produgao de uma 

bomba de efluxo. 

Em ambos os casos, ha resistencia 
cruzada entre eritromicina e outros 
macrolideos com anel em 14- e 15- 

Estafilococos resistentes a macrolideos, B 44,45 

mas suscetiveis a lincosaminas 

(clindamicina e lincosamina) 

produzem metilases ribossomicas 

Erm, conferindo o fenotipo MLSB- 

induzivel ou expressando resistencia 

MLSB efluxo-mduzivel; mutantes 

resistentes constitucionais podem ser 

selecionados por lincosaminas. Ko 

caso de resistencia por efluxo, o risco 

para selegao de mutantes resistentes a 

lincosaminas nao e maiorque aqueles 

isolados eritromicina-suscetiveis. Tanto 

a falencia como o sucesso dinico com 

clindamicina devem ser documentaries 

para estafilococos com resistencia 

MLSB-induzivel. Por urn teste de 

difusao em disco, o fenotipo MLSB- 

induzivei pode ser identificado por urn 

achatamento da zona de clindamicina 

proxima ao disco de eritromicina 

Resistencia a clindamicina (associada C 46,47,48 

a resistencia a eritromicina) e urn 
marcador do fenotipo de resistencia 
B macro! ideo-iincosamida- 
estreptogramina constitutiva (MLSB). 

Resistencia cruzada com o fator da 
estreptogramina do tipo B leva a 
diminuigao da atividade bactericida 
da combinagao de quinupristina e 
dalfopristina. 

Modelos experimental de endoardite 
estafilococica mostraram resultados 
contraditorios sobre a atividade in vivo 
da quinupristina-dallbpristina para o 
tratamento de animais infectados com 
isolados resistentes constitutes MLSB 


Membros macrolideos 14- e 15-=azitromicina, daritromicina, dirltromtcEna, eroxitromicina; aminogMcosfdlos=amscactna, gentamidna, canamklna, netilmicina e tobramicina; ESBL=beta I a ctam a se d e espectro estendrdo; glicopeptidios 
—vancomicina e teicopianina; isaxazolil-penicilinas—ctaxacilina, flucloxacilina, dldoMaciiina, meticilina,<Haciiina,nafcilina; lincosamidas=clindamicina, lincomicina; macrolideos=eritromicina, roxitromicina, daritromicina, diritromicina, 
azitromicina, espiramiema, josamkina; M LSB=fenotipo macrolrcteo-Brtcasamida -estTeptog ramlna B; MRSA =Staphylococcus aureus rrteticiIlina-resistente; cxi min o - cefa I o sporina s=cefepi ma, cefotaxima,cefpiroma, cefpodoxima, ceftazidima 
ou ceftriaxone; estreptograminas = pristinamicina, quinupristina-daIfopristtra; ureidopeniriiinas = aziociiina, mezlocilina, piperadlina. 

Resistencia intrinseca = a resistencia intrinseca e inerente (nao adquirida). i uma caracterlstica de todos ou de quase todos os representantes das especies. A atividade antimicrobiana da substanciaa e insufkiente ou a resistencia 
antimicrobiana e inata ou tao comum que toma os testes de suscetibilidade antimicrobiana cSinicamente desnecessarios. Resultados "suscetiveis” devem ser vistos com cuidado, pots efes provavelmente indicam erro na identificado ou nos 
testes de sensibilidade. Mesmo se a suscetibilidade d confirmada, o medicamento devera ser usado com cautela.Em alguns casos, a resistencia intrinseca a urn antibidtico pode ser expressa em umntvel baixo, com MIC perto do breakpoint 
de suscetibilidade, embora o antibidtico nao seja considerado dinicamente ativo. As demais situates em que o antibidtico aparece totalmente ativo in vitro, mas in ativo in vivo geralmente nao sao mencionadas nos quadras, uma vez que 
prevalecem as recomen dadoes terapeuticas. 

Fenotipos excepcionais de resistencia = resistencia de alguma esperie bacteriana a agentes antimicrobianos em particular que ainda nao foram documentadas ou ainda sao muito raros. Fendtipos exceptional de resistencia devem ser 
confirmados, pois podem indicar erros na identificado ou no teste de suscetibilidade. Se foiem confirmados locaimente, o isolado devera ser enca minhado para urn laboratorio de refer&ncia para confirmagao independents Fendtipos 
excepcionais de resistencia podem mudaqassim como a resistencia pode se desenvolvere aumentar com o tempo. Ha a possibifidade de tambem ser umadiferenga regional ou nacional,enquantouma resistencia muito raraem uma area 
pode ser mais comum em outra. 

Adaptado de EUCAST. 32 
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A resistencia a antimicrobianos no S. aureus e codificada 
cromossomicamente ou por plasmidio. O S. aureus tem meca- 
nismos distintos de resistencia a meticilina: 

■ Hiperprodu^ao de betalactamases 

■ Presen^a de uma proteina ligante de penicilina (penicillin¬ 
binding protein - PBP) adicional (PBP 2a ou PBP 2') 

■ Modifica^oes na capacidade de liga^ao das PBP normais. 49 

Os antibioticos betalactamicos sao conhecidos por liga- 
rem-se as PBP, com fun^ao na sintese do peptidoglicano. 
Atualmente sao descritas cinco proteinas ligantes de penicilina 
que tem si do identificadas em cepas de S. aureus suscetiveis. 
E importante para o efeito antibacteriano que o antibiotico 
betalactamico ligue-se a PBP 2. A presen^a de betalactamases, 
enzimas extracelulares que hidrolisam o anel betalactamico, o 
principal mecanismo de resistencia de amostras de S. aureus a 
penicilina G, e mediada por plasmidios. 

As PBP sao enzimas que catalisam a etapa terminal da 
parede bacteriana e se localizam na membrana celular da 
bacteria. As PBP 1, 2 e 3 sao essenciais e tem alta afinidade 
(sitios-alvo) por antibioticos betalactamicos, unindo-se a eles 
por meio de liga^des covalentes. A resistencia intrinseca do 
MRS A e, em grande parte, devida a presen^a da PBP 2a ou 
2', adicional, anormal, com baixa afinidade pelos antibioticos 
betalactamicos. Esta proteina anormal e dependente de um 
gene cromossomico denominado mec, o qual constitui parte 
de um segmento de DNA de 35 KB, designado segmento mec- 
associado. 49-51 

Sabe-se que ha ainda um segundo gene relacionado com a 
expressao de resistencia a meticilina, chamado fem A (factor 
essential for methicillin resistance ), cujo mecanismo e desco- 
nhecido. 50 A estabilidade e a dificuldade de transference do 
gene mec, assim como a existencia de outros fatores cromos- 
somicos, como o determinante fem A, conferem um suporte 
para a origem clonal de amostras MRSA. 52 O espalhamento de 
clones de S. aureus carreando o gene mec (PBP 2a) ou a trans¬ 
ference horizontal do gene por si mesmo tem ocasionado o 
espalhamento mundial de amostras resistentes. 53 

A resistencia a meticilina e a todos os outros antibioticos 
betalactamicos e causada pela present a do gene mec A, que esta 
situado em uma ilha genomica movel, o cassete cromossomico 
estafilococico mec (SCCmec). Sao conhecidos atualmente sete 
principals tipos de SCCmec, I a VII. A presen^a do gene mec 
indica amostras MRSA. Sua detec^ao propicia um metodo efi- 
caz e acurado para identificar as amostras resistentes a metici¬ 
lina independentemente de condi^oes ambientais que possam 
afetar a expressao fenotipica de resistencia,podendo, por- 
tanto, ser usado como ferramenta diagnostica quando outros 
testes de rotina falharem na elucida^ao do perfil da amostra. 55 

A principio pensava-se que os clones de MRSA eram associa- 
dos ao ambiente hospitalar (hospital-associated [HA-MRSA]), 
entretanto, a partir dos anos 1990, tambem emergiram cepas 
multirresistentes provenientes da comunidade (community- 
associated MRSA [CA-MRSA]). 56 As CA-MRSA carregam 
SCCmec tipo IV, V ou VII e essa caracteristica tem sido usada 
na distin^ao de cepas HA-MRSA e e geralmente associada 
a produ^ao de uma toxina - leucocidina Panton-Valentine 
(PVL). 57 

Os metodos mais importantes para estudar a epidemio- 
logia dos estafilococos multirresistentes - para genotipagem, 
incluindo o perfil plasmidial e analise de DNA cromossomico 
- sao a eletroforese em gel de campo variado (pulsed-field gel 
electrophoresis [PFGE]), a tipagem de sequencias multilocus 
(multilocus sequence typing [MLST]), a tipagem spa e a tipa¬ 


gem de SCCmec. Estes metodos tambem sao uteis para estu- 
dos da evolu^ao clonal de cepas multirresistentes e seu espa¬ 
lhamento mundial desde I960. 58 Ao contrario das tecnicas 
convencionais, muitas dessas tecnicas podem ser aplicadas a 
uma grande variedade de patogenos hospitalares sem mudan- 
^as significativas em equipamentos, reagentes ou protocolos e 
oferecem diferencia^ao das cepas no nivel de genoma. 29 

A analise de plasmidios foi a primeira das tecnicas a ser uti- 
lizada para a tipagem de S. aureus? 9 Essa tecnica e fundamen- 
tada no fato de que as cepas podem apresentam plasmidios 
em numero e peso molecular diferentes. Os resultados dessa 
tecnica para tipagem de 5. aureus sao bastante significativos, 
com perils claramente definidos, com plasmidios numerosos 
e de diferentes tamanhos. 60,61 Muitos plasmidios estao relacio- 
nados com resistencia a antimicrobianos, podendo ocorrer 
ganho ou perda de plasmidios durante um surto de infec^ao 
hospitalar por S. aureus? 1 

A analise de DNA cromossomico por meio de PFGE 
baseia-se no fato de que o cromossomo bacteriano pode conter 
regioes mais variaveis e regioes mais conservadas. Apesar de 
muta^oes e rearranjos poderem acontecer em qualquer regiao 
do cromossomo com frequencias semelhantes, aquelas que 
ocorrem em regioes mais conservadas tendem a ser fatais para 
a bacteria e, dessa maneira, nao sao transmitidas para outras 
gera^oes. 62 Portanto, muta^oes e rearranjos na sequencia de 
nucleotidios das regioes variaveis serao refletidas no padrao 
de fragmentos gerados apos digestao do cromossomo com 
enzimas de restri^ao, e, subsequentemente, eletroforese em gel 
de agarose. Por outro lado, a eletroforese por meio da tecnica 
de PFGE torna possivel a resolu^ao de fragmentos de DNA 
de alto peso molecular, possibilitando o uso de enzimas que 
reconhecem sequencias longas de nucleotidios e cortam o cro¬ 
mossomo em um numero pequeno de fragmentos de alto peso 
molecular. 63 A combina^ao desses fatores leva a forma^ao de 
padroes eletroforeticos de facil analise e compara^ao. 

O Laboratorio de Microbiologia do Centro de Referenda 
de Estafilococos da Franca usa analise de PCR (polimerase 
chain reaction ) de espa^o intragenico de rDNA 16S-23S, uma 
regiao do DNA com polimorfismos que pode ser usada como 
ferramenta molecular para separa^ao de especies. Mendonza 
et al. (1998) investigaram essa regiao de polimorfismo em 
cerca de 221 amostras de estafilococos pertencentes a 31 
especies usando o novo metodo de PCR. 64 Cada especie apre- 
sentou um padrao especifico 16S-23S composto de 1 a 8 frag¬ 
mentos que variam de 104 a 771 pares de bases, com a exce^ao 
das especies S. warnei , Staphylococcus caprae e Staphylococcus 
piscifermentans , que apresentaram fragmentos maiores ou 
menores. Outra especie, Staphylococcus saprophyticus subsp. 
saprophyticus , mostrou mais de um padrao, enquanto a espe¬ 
cie Staphylococcus aureus foi a que se mostrou mais heteroge¬ 
ne a (cinco padroes diferentes para oito cepas). Cinco amos¬ 
tras clinicas que nao puderam ser identificadas em nivel de 
especie por meio de testes classicos de fenotipagem foram 
finalmente identificadas por essa nova PCR. Discrimina^ao 
entre especies intimamente relacionadas (Staphylococcus 
aureus!Staphylococcus chromogenes!Staphylococcus equ- 
orum , Staphylococcus aureus!Staphylococcus intermedius. 
Staphylococcus delphini!Staphylococcus felis. Staphylococcus 
gallinarum. Staphylococcus delphini!Staphylococcus felis. 
Staphylococcus vitulus. Staphylococcus auricularis ) foi iden- 
tificada apos digestao dos produtos de PCR com enzimas de 
restr^ao, como Dral. Embora o metodo nao torne possivel 
discrimina^ao de subespecies, o uso de informa^oes da regiao 
16S-23S determinado por amplifica^ao por PCR foi satisfa- 
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torio para a identifica^ao das 31 especies de Staphylococcus 
examinadas nesse estudo. O metodo e rapido, facii e pode 
ser uma ferramenta util para a identifica^ao de especie de 
Staphylococcus no laboratory de microbiologia clinica de 
rotina. 64 

Outro metodo que utiliza uma varia^ao do metodo de PCR 
conhecido como AFLP baseia-se em moldes de DNA, gerando 
padroes de bandas altamente complexos que podem ser usados 
em analises comparativas no contexto epidemiologico. Sloos 
et al. (1998) aplicaram o metodo de AFLP-PCR na avalia^ao 
de amostras de Staphylococcus epidermidis, isoladas da hemo- 
cultura de pacientes com septicemia. O metodo mostrou-se 
capaz de alto poder discriminatory entre as 44 amostras iso¬ 
ladas de 11 pacientes. 65 

Metodos de PCR tambem podem ser usados para a identi- 
fica^ao mais sensivel e especifica dos genes das enterotoxinas 
B e C e de TSST-1 (toxina responsavel pela sindrome do cho- 
que toxico). 

Schmitz et al. (1998) compararam a tecnica combinada de 
PCR-multiplex com a aglutina^ao passiva reversa em latex 
para detectar produ^ao de toxinas em colonias recolhidas da 
superficie de placas de agar e usadas diretamente no ensaio 
de PCR, sem nenhuma prepara^ao. Esse procedimento gerou 
informa<;6es sobre os genes seb, sec-1 e tst em 4 h, com um 
unico teste. Para avaliar a sensibilidade do metodo, os autores 
testaram 100 MRS A e 50 estafilococos coagulase-negativos, 
entre outras bacterias. A tecnica de aglutina^ao passiva reversa 
foi usada como padrao-ouro. Pelo metodo de PCR-multiplex 
encontrou-se 100% de sensibilidade e especificidade na detec- 
9ao dos primers seb e tst, enquanto a sensibilidade e especi¬ 
ficidade do primer sec-1 foi de 100 e 82%, respectivamente. 
Com o primer sec-1, dois isolados foram identificados como 
carreadores do gene correspondente de toxina, enquanto pelo 
metodo de aglutina^ao passiva reversa nao foi possivel detec¬ 
tar toxina. O metodo de PCR-multiplex gerou informates 
consistentes a respeito da capacidade de cepas estafilococci- 
cas produtoras de toxinas, podendo ainda ser usado em breve 
para detec^ao de genes mecA. 66 

Metodos moleculares com base no sequenciamento, como 
a tipagem de spa (por polimerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism, PCR-RFLP), tern facilitado a 
tipagem epidemiologica de isolados bacterianos comparados 
ao padrao-ouro que e a eletroforese em gel de campo pulsado 
(PFGE). Melin et al. (2009) discutem a genotipagem de spa em 
rela^ao a tipagem por bacteriofagos para discriminar cepas. 67 

A tecnica de PFGE de DNA cromossomico requer mais tra- 
balho, tempo e equipamentos mais caros, quando comparada 
com a analise de plasmidios. Porem, tern poder discriminate- 
rio mais elevado e pode ser utilizada para a tipagem de amos¬ 
tras que nao apresentem plasmidios. 51 

Os testes sorologicos e a tipagem serica bastante estudados 
nas decadas de 1960 e 1970, inicialmente em paises escandi- 
navos, necessitam de padronizato para uso mais amplo. A 
demonstrate de anticorpos por meio dessas tecnicas seria 
eficaz na distin^ao de pacientes com bacteriemia estafiloco- 
cica nao complicada daqueles pacientes com bacteriemia esta- 
filococica que desenvolveram endocardite ou doen^a metasta- 
tica, requerendo uma terapia mais prolongada. A detec^ao de 
anticorpos antiacido teicoico pode ser util no diagnostico de 
endocardites, principalmente quando as culturas sao negati- 
vas devido ao tratamento antibiotico previo. 58 Existem alguns 
kits comerciais no mercado para detec^ao de anticorpos antia¬ 
cido ribitol teicoico por meio de imunodifusao, contraimuno- 
eletroforese ou radioimunoensaio, entretanto tais testes sao 


indicados em situates clinicas especificas, principalmente 
de endocardite bacteriana e outras infec^oes protundas por S. 
aureus, limitando seu uso rotineiro em laboratories clinicos. 

Dados sobre fagotipagem e perfil de suscetibilidade a agen- 
tes antimicrobianos tambem sao utilizados na detec to da 
fonte de infec^ao em surtos epidemicos de intoxica^ao alimen- 
tar e infec^ao hospitalar por S. aureus, juntamente com testes 
bioquimicos e sorologicos, que enfocam a epidemiologia da 
doen^a, indicando se foi adquirida no ambiente hospitalar ou 
na comunidade. 

A fagotipagem para caracteriza^ao de estafilococos 
cogulase-positivos atualmente e considerada uma tecnica 
subjetiva, 69 com percentual alto de cepas nao tipaveis. Os 
resultados obtidos podem nao apresentar boa reprodutibili- 
dade e as amostras a serem comparadas devem ser testadas 
simultaneamente, mas essa tecnica ja foi bastante utilizada. 
Os fagos sao padronizados pelo International Subcommittee 
for Phagetyping of S. aureus com base na suscetibilidade do 
S. aureus a fagos liticos, em uma dilui^ao de rotina de lOOx. 
E recomendado o uso de no mfnimo 23 fagos basicos de esta¬ 
filococos. As rea^oes padrao representam a suscetibilidade 
da cepa a varias combina^oes de fagotipagens e sao divididas 
nos seguintes grupos: Grupo I, 29, 52, 52A, 79, 80; Grupo II, 
3A, 3C, 55, 71; Grupo III, 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 84, 
85; e nao agrupado 81, 94, 95, 96 (miscelanea). Os resultados 
sao interpretados usando o criterio de diferencia^ao de cepas, 
se elas mostram uma diferen^a de duas rea^oes fortes. Esse 
metodo apresentou bons resultados na tipagem de amostras 
de 5. aureus oxacilina-sensiveis, porem alguns autores relatam 
alta porcentagem de amostras de S. aureus oxacilina-resisten- 
tes como nao tipaveis (nenhum fago do set basico e capaz de 
lisar certas amostras). 29,51,70 As cepas do grupo II geralmente 
sao isoladas da comunidade, em contraste com as cepas dos 
grupos I e III, que prevalecem em infec^oes adquiridas no 
ambiente hospitalar. A fagotipagem para S. epidermidis ainda 
nao esta disponivel para uso geral e as cepas sao identificadas 
por meio de seus padroes de resistencia a antimicrobianos ou 
biotipos (propriedades bioquimicas e metabolicas). 

Para aumentar a deteeqao de amostras de MRS A sao adota- 
das algumas varia^oes de testes in vitro, tais como aumento de 
osmolaridade do meio de cultura (adicionando-se NaCl, ino- 
culo mais pesado), diminui^ao da temperatura de incuba^ao 
(30°C) e aumento do tempo de incuba^ao.' 1-73 

- Tecnicas para determinar o perfil de 
resistencia a antimicrobianos 

A detec^ao de resistencia a oxacilina (meticilina), entre 
outros antibioticos, em S. aureus pode ser realizada por meio 
de metodos tradicionais como a difusao em disco - resulta¬ 
dos nao quantitativos, ou por meio de micro dilui^ao em placa, 
dilui^ao em agar ou mesmo por meio de equipamentos de 
diferentes graus de automa^ao que fornecem o valor da con¬ 
centrate inibitoria minima (CIM). 

O E-test® (AB Biodisk, Estocolmo, Suecia) produz bons 
resultados e e de facii realiza^ao: uma fita estreita de material 
plastico contendo um gradiente com concentrates crescen- 
tes de antibiotico e colocada em um agar de Miller-Hinton de 
maneira semelhante ao teste de difusao em disco. A principal 
vantagem da fita e que ela fornece o valor de CIM diretamente 
e e inoculo-independente, o que a torna potencialmente util, 
uma vez que a maior dificuldade das tecnicas tradicionais 
quantitativas e a sua padroniza^ao, principalmente o inoculo 
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a ser usado no teste. A CIM e dada pela interse^ao da zona de 
crescimento bacteriano com a fita, em que uma escala nume- 
rica indica a concentraqao de antibiotico naquela regiao. Ja 
existem fitas com a maioria dos antibioticos disponiveis no 
mercado. Limita^ao: as fitas ainda tem um cnsto muito alto 
para a maioria dos laboratories, devendo seu uso ser reser- 
vado para casos especiais. 74 

O perfil de resistencia das bacterias gram-positivas e 
alguns fenotipos excepcionais de resistencia sao descritos nos 
Quadros 13.4 e 13.5. 

A interpreta^ao atual de resultados de testes de suscetibili- 
dade para Staphylococcus sp. e apresentada no Quadro 13.4, no 
qual devem-se observar algumas regras interpretativas. Com 
base na resistencia a agentes antimicrobianos especiais e na 
identifica^ao de um isolado e possivel inferir o mecanismo de 
resistencia e predizer a resistencia a outros agentes. 

A apUcabilidade dessas regras e limitada pelo numero de 
agentes testados, entao, laboratories individualmente podem 
precisar escolher que agentes testar para suas necessidades 
locais. Entretanto, e necessario reconhecer que a evidencia de 
uma significance clinica das normas interpretativas variam e 
nesses quadros a evidencia para a regra foi baseada em graus 
de evidencia, a saber: 

■ Ha evidencia clinica que relata o resultado do teste como 
suscetivel, mas leva a falencia clinica 

■ Evidencia e fraca e baseada somente em poucos casos 
relatados ou em modelos experimentais. E presumivel 
que relatando o teste como suscetivel pode levar a falen¬ 
cia clinica 

■ Nao ha nenhuma evidencia clinica, mas dados micro- 
biologicos sugerem que o uso clinico do agente deve ser 
desencorajado. Nao ha evidencias clinicas de que o teste 
de emissao de relatorios como sensiveis leve a falhas de 
clinicas. 


Quadro 135 • Fenotipos excepcionais para bacterias 
gram-positivas. 


Organismos Fenotipo excepdonai 


Staphylococcus aureus 

Resistencia a vancomicina, linezolida, quinupristina/ 
dalfopristina, daptomicina, tigecidina 

Staphylococcus 

coaguiase-negativo 

Resistencia a vancomicina, linezolida, quinupristina/ 
dalfopristina, daptomicina, tigecidina 
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► Tendencias sobre metodos 
laboratoriais de isolamento 
e identificagao 

E de comum acordo entre os microbiologistas que o iso¬ 
lamento e identifica^ao dos estafilococos, ou qualquer agente 
patogenico que esteja associado a doeng:a, necessita ser reali- 
zado o mais rapidamente possivel. 

Como apresentado neste capitulo, o isolamento de cocos 
gram-positivos nao e dificil. Os meios de cultura enriqueci- 
dos com sangue de carneiro facilitam a visualiza^ao do halo de 
hemolise, produzido por hemolisinas estafilococicas. A iden- 
tifica^ao bacteriana por meio de provas metabolicas classicas, 
bioquimicas ou enzimaticas descritas nos livros de microbio- 
logia ou mesmo os esquemas simplificados para identifica^ao 
de rotina de especies humanas de estafilococos esta sendo 
substituida gradativamente por metodos automatizados. 
Atualmente, a maioria dos sistemas automatizados de micro- 
biologia (VITEC, BACTEC etc.) e capaz de isolar e identificar 
grande parte dos estafilococos em nivel de especie, com testes 
rapidos e seguros. 


Quadro 13.4 ■ Resistencia intrinsceca das bacterias gram 


O 

% 


Organismos 

Acido fusfdico 

Ceftazidima 

Cefalosporinas (t 
ceftazidima) 

Aminogikosidio! 

Lincosamidas 

Quinupristina- 

daltopristina 

Vancomidna 

Teicoplanina 

Fosfomicina 

Novobiodna 

m 

B 

J3 

o 

*3 

■1 

Suifametoxazol- 

trimetoprima 

Staphylococcus saprophyticus 

R 





R 

R ] 



Staphylococcus cohnii, xylosus 

R | 






R j 



\ Staphylococcus capitis 

R ] 





{^■1 R 




Outros Staphylococci coagulase-negativos e S. aureus 

R | 









Streptococcus spp. 

R 


i uR i^h 







Enterococcus faecalis 

R R 

R 

LLR R 

R 





(R) 1 

Enterococcus gaiiinarum, casseliflavus 

R R 

R 

LLR R 

R 

R 




(R) 1 

Enterococcus faecium 

R R ( 

R 

1 LLR 2 ■ 






(R) 1 

Lactobacillus spp. (algumas especies) 





R 

R jj^l 





*As bacterias gram-positivas tambem sao Intrlnsomente resistentes a aztrionam, temocilina, polimixilina B/coilstma e frldo nacidixlco. 

LLR - resistente a baixos nfveisde amlnoglicosidios, A combinagao de aminoglicosi'dios com inibidores deparedecelular(penldlina eglicopeptldios) £ slnergicose bactericidas contra isolados que saosuscetiveisa inibldoresde paredetelular 
e nao mostram nestst^ncia a altos ntvels de resistencia a amtnoglicostdios, 

'Enterococci sao normalmente suscetivels in vitro a tomblna^ao de sh If a m etoxa zo I -tri m et op ri m a, apesar de serem resistentes sulfonamEdas sozinhas. 0 uso de sulfametoxazoRrimetoprima contra enterococos permanece controverso. 
t provavelmente preferivel evitar em Infec^des graves, 

2 Em ad!0o a baixa resistencia aos gllcopeptfdios, f. foecium produz uma enzima cromossomica AAC(6) que e responsavet pela perda de sinergismo entre aminoglicosidios (exceto gentamiclna, amicacina e estreptomitma) e penidlinas 
ougilcopeptidios. 

Fonte: Adaptado de EUCAST/ 3 
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A substitui<;ao dos metodos classicos no laboratorio de 
microbiologia por metodos moleculares de identifica^ao e 
uma tendencia mundial. As tecnicas classicas, porem, deve- 
rao permanecer como padrao-ouro para elucidar casos que 
o diagnostico molecular nao esclareceu, ressaltando tambem 
que o avan^o tecnologico no laboratorio de microbiologia e 
dispendioso e requer profissionais altamente qualificados, o 
que dificulta a intro du^ao das novas metodologias. 

Os testes de suscetibilidade a antimicrobianos sao atual- 
mente as ferramentas diagnosticas mais importantes na detec- 
^ao de cepas resistentes de estafilococos em nosso meio, ao 
lado da metodologia molecular de identifica^ao de genes de 
resistencia. As tecnicas atuais para determina^ao de susceti¬ 
bilidade a antimicrobianos determinada pelo E-test facilita 
o trabalho laboratorial, mas nao exclui as tecnicas classicas 
preconizadas pelo NCCLS sobre testes in vitro de antibioticos 
(concent ra^ao inibitoria minima), uma vez que novos antimi¬ 
crobianos estao sendo constantemente desenvolvidos e even- 
tualmente sejam alternativas terapeuticas nas infec^oes muito 
graves por S, aureus panresistentes. 

Portanto, alem de estar qualificado para a cultura de 
amostras dmicas, isolamento e identifica^ao automatizada, o 
microbiologista atual necessita tambem ter no^oes de epide- 
miologia, controle de organismos multirresistentes e treina- 
mento espedfico para executar tecnicas moleculares, que nao 
se limitam mais aos laboratories de pesquisa, ja sendo utiliza- 
das na rotina diagnostics 

O controle de resistencia nas bacterias gram-positivas 
requer uma abordagem multidisciplinar, incluindo vigilancia 
continua e aperfeiqoada, reduqao do uso desnecessario de anti¬ 
bioticos e a aplica^ao de novas estrategias, como vacina^ao. 
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► Classifica^ao gerai e etiopatogenia 

As bacterias do genero Streptococcus pertencem a familia 
Streptococcaceae, sendo constituidas por cocos gram-positi- 
vos, os quais sao responsaveis por diversas infec^oes huma- 
nas. De modo gerai, os estreptococos de importancia humana 
podem lisar ou nao hemacias produzindo, em meio de cultura 
contendo sangue de carneiro, hemolise total (p-hemolise), 
parcial (a-hemolise) ou nao produzir hemolise (7-hemolise). 
Os estreptococos podem ser classificados por suas caracte- 
risticas antigenicas. Essa classifica^ao, com base em rea^oes 
sorologicas, foi realizada inicialmente por Rebecca Craighill 
Lancefield, em 1933. 1 A classifica^ao baseia-se nas caracteris- 
ticas antigenicas de um polissacaridio de composit 0 varia- 
vel chamado carboidrato C, localizado na parede da celula. 
Tomando por base esse polissacaridio, os estreptococos foram 
divididos em 20 grupos sorologicos (grupos de Lancefield) 
designados por letras maiusculas do alfabeto (A, B, C, D, E, 
F, G, H, K, L, M, N, O, P, Q, R, S, T, U e V). 2 Os estreptococos 
mais envolvidos em infec^oes humanas sao o Streptococcus 
pyogenes, o S. agalactiae e o S. pneumoniae, abordados neste 
capitulo. 

Inicialmente, a classifica^ao de Lancefield, utilizando rea¬ 
ches de precipita^ao com soros especificos, identificou dife- 
rentes sorogrupos de estreptococos ( 3 -hemoliticos; contudo, 
posteriormente, foi observado que determinadas cepas -y e 
a-hemoliticas tambem podiam apresentar antigenos grupo- 
especificos, embora a maioria das cepas desses grupos nao 
os apresente. Por esse parametro, os estreptococos que nao 
contem os antigenos de Lancefield sao classificados como nao 
agrupaveis, devendo ser identificados por testes bioquimicos. 
Entre estes, sera abordado neste capitulo o Streptococcus pneu¬ 
moniae, por sua relevancia clinica e suas mudan^as ocorridas 
na prevalencia das infec^oes por este agente em razao de novas 
vacinas disponiveis. 

Infec^oes supurativas por estreptococos P-hemoliticos de 
grupos nao A, a-hemoliticos e nao hemoliticos sao cada vez 
mais frequentemente relatadas na literatura medica. Entretanto, 
o estreptococo ( 3 -hemolitico do grupo A (S. pyogenes) e ainda 
o patogeno mais importante deste grupo, pela frequencia com 
que causa infect 0 no homem, por ser o agente mais comum 
da escarlatina e erisipela e pela inequivoca rela^ao com as 
complicates nao supurativas, como a cardiopatia reumatica. 
O grupo B apresenta como representante o Streptococcus aga¬ 
lactiae, importante por causar infectes perinatais na mae e 
no feto. 2 

As infec^oes estreptococicas invasivas ocorrem depen- 
dendo tan to da condi^an do hospedeiro, que pode apresentar 
deficiencia do sistema imune, como das caracteristicas bac- 
terianas, que variam na sua capacidade de produzir fatores 
de virulencia. Podem produzir ainda um amplo espectro de 
doen^as de local!za^ao e curso variaveis, como piodermas, eri- 
sipelas, celulites, linfangites, faringoamigdalites, escarlatinas, 
sinusites, otites, pneumonias, abscessos, septicemia, endocar- 
dites e infect es urinarias. 3 


► Streptococcus pyogenes 

Streptococcus pyogenes e uma bacteria do tipo coco 
gram-positivo, (3-hemolitico e que pertence ao grupo A de 
Lancefield. A parede celular de S. pyogenes e formada por tres 
camadas distintas, sendo que a camada superficial contem as 


proteinas M, R e T. As proteinas M e T sao marcadores imuno- 
logicos de sorotipos dentro de uma especie. Esses marcadores, 
por serem de natureza proteica e capazes de estimular a sintese 
de anticorpos, possibilitaram a classificat 0 de 85 sorotipos de 
estreptococos do grupo A. 1 A maioria das cepas patogenicas 
ao homem pertencem ao sorogrupo A. A camada mais interna 
da parede celular e formada por um mucopeptidio que confere 
a parede celular rigidez e forma. Em rela^ao a capsuia de acido 
hialuronico, estudos tern sugerido seu papel na resistencia a 
fagocitose e no aumento da virulencia de estreptococos do 

grupo A. 4 

Produtos extracelulares liberados pelo S. pyogenes exercem 
tambem importante atividade biological Dentre esses produ¬ 
tos, destacam-se as exotoxinas. Na escarlatina, que se caracte- 
riza por uma erupt 0 eritematosa difusa, o fator responsavel 
por essas erup^oes e a produt 0 e subsequente circula^ao de 
toxina eritrogenica produzida por estreptococos do grupo 
A, 6 Alem desta, duas toxinas denominadas hemolisinas sao 
tambem elaboradas pela maior parte das cepas de S. pyoge¬ 
nes: a estreptolisina (SLO), que e antigenica, e a estreptolisina 
S, nao antigenica. Outros produtos extracelulares, como as 
enzimas hialuronidase, nicotmamida adenina dinucleotidase 
(NADase), desoxirribonucleases A, B, C, e D (DNAses) e 
estreptoquinase sao de interesse, uma vez que sao imunogeni- 
cos. A enzima cisteina protease do estreptococo do grupo A e 
considerada um importante fator de virulencia, e estudos tern 
sido realizados quanto ao seu papel na dissemina^ao, coloni- 
zat° e invasao da bacteria. Essa enzima cliva a fibronectina 
humana e degrada a vitronectina. 7 Outros estudos sugerem 
que as cisteinas proteases aumentam a habilidade dos estrep- 
tocococos do grupo A de invadirem celulas epiteliais respira- 

torias humanas. 8 

Algumas toxinas bacterianas, conhecidas como superan- 
tigenos, ligam-se a moleculas de classe II na regiao externa, 
fora do sitio de interat° com o peptidio e nao necessitam ser 
processadas como outros antigenos proteicos. Portanto, os 
superantigenos podem estimular grande numero de celulas T 
CD 4 + , levando a produt 0 exage rada de citocinas e a anorma- 
lidades clinicopatologicas graves. 9 ’ 10 

As infectes causadas por esse patogeno podem acometer 
individuos de diversas faixas etarias; porem, acometem prefe- 
rencialmente individuos entre 5 e 18 anos de idade, afetando 
adultos jovens na idade mais produtiva. 1112 O contagio ocorre 
por contato direto por meio de secretes, favorecendo a disse- 
mina^ao do S. pyogenes em ambientes em que ha muitas pes- 
soas. 13 

As formas clinicas importantes desta infect 0 sao: angina 
estreptococica, piodermite, escarlatina, erisipela (tipo especi- 
fico de celulite superficial caracterizada por lesao eritematosa) 
e faringoamigdalite. Como sequelas importantes de faringoa- 
migdalite causada por Streptococcus ( 3 -hemolitico do grupo A, 
citam-se a glomerulonefrite difusa e aguda (GNDA), mediada 
por imunocomplexos, bem como a febre reumatica aguda 
(FRA) e a cardiopatia reumatica cronica (CRC), como compli¬ 
cates nao supurativas dessa infect 0 - 14 16 

A FRA parece ser quase sempre uma complica^ao da 
infect 0 feringea, enquanto a GNDA pode ocorrer tanto 
apos uma infeeto de pele quanto da faringe. Os germes cau- 
sadores das estreptococcias cutaneas muitas vezes colonizam 
a garganta; porem, as cepas faringeas reumatogenicas nao 
colonizam a pele. 17 Os episodios de febre reumatica ocorrem 
de 1 a 5 semanas apos o episodio de faringoamigdalite. Ja o 
periodo latente da GNDA e, em media, 10 dias apos a infec- 
t° da faringe. 18,19 
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A FRA passa a ter relevancia entre as formas clini- 
cas dessa infec^ao, uma vez que, de acordo com o ultimo 
censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica 
(IBGE), estima-se que anualmente no Brasil o cor ram cerca 
de 10 milhoes de faringoamigdalites estreptococicas, per- 
fazendo o total de 30.000 novos casos de FRA, dos quais 
aproximadamente 15.000 poderiam evoluir com acometi- 
mento cardiaco, apresentando lesoes do miocardio e val- 
vulas cardiacas, sendo considerada a sequela mais grave da 
infec^ao estreptococica. 20 

A patogenese da FRA tern componentes geneticos e 
ambientais. Estima-se que 0,3 a 3% dos individuos infecta- 
dos por cepas de estreptococos sabidamente reumatogenicas 
desenvolvam febre reumatica. 21 

A doen^a caracteriza-se por lesoes inflamatorias, nao 
supurativas, envolvendo o tecido cardiaco, as articulates, 
o tecido celular subcutaneo e o sistema nervoso central 
(SNC). Sintomas secundarios ao envolvimento do SNC, 
como coreia de Sydenham, sao menos frequentes, mas 
muito sugestivos, ocorrendo de 3 a 6 meses apos a infec- 
£ao. 21 A hipotese mais aceita para a patogenese cardiaca 
da febre reumatica e a existencia de antigenos comuns aos 
tecidos cardiacos e a determinadas estruturas da celula 
estreptococica, como a proteina M da membrana citoplas- 
matica, levando a uma rea^ao cruzada, em que anticorpos 
e linfocitos T do hospedeiro, dirigidos contra antigenos 
estreptococicos, tambem reconhecem estruturas do hospe¬ 
deiro, iniciando o processo de autoimunidade. 22 As lesoes 
valvares podem ser cronicas e progressivas, levando a lesao 
cardiaca. O diagnostico tern sido fundamentado nos cri- 
terios de Jones, modificados em 1992 23 (Quadro 14.1), e 
revisados pela Organiza^ao Mundial da Saude (OMS) em 
2004. 24 

A associa^ao entre antigenos HLA especificos e doen- 
^as autoimunes graves tern levado a extensas pesquisas para 
associaqao entre HLA especifico e FRA, e tem-se encon- 
trado resultados variaveis em diferentes partes do mundo. 
No Brasil, pacientes com FRA tern predominance de HLA 
DR7 e Dw53. 26 E possivel que diferentes cepas de estrepto¬ 
cocos estejam envolvidas e que as diversas moleculas HLA 
de classe II reconhe^am peptidios antigenicos diferentes. 
Outros marcadores geneticos associados ao desenvolvi- 
mento da FRA e relacionados com a resposta inflamatoria 
foram identificados recentemente, como alelos que codifi- 
cam para a produqao de proteinas proinflamatorias, como 
TNF-a e o alelo responsavel pela deficiencia na produ^ao 
da lecitina ligadora da manose (MBL), que tern a fun^ao de 
eliminar a bacteria pela ativaqao do complemento na fase 
inicial da infec^ao. 26,27 


Quadro 14.1 ■ Criteria de Jones. 


Oriterios maiores 

Criterios menores 

Cardite 

Febre 

Poliartrite migratoria 

Artralgia 

Coreia de Sydenham* 

Elevado de provas de fase aguda** 

Nddulos subcutaneos 

PR prolongado no eletrocardiograma 

Eritema marginado 



Evidencias de mfec0o recentepor estreptococos do grupoA (cuftura posftiva defaringe, teste rapido de detec^o de 
antigenos ou tftulo de anticorpos antiestreptocodcos elevado ou crescente). 

*Exce0o: tinicosinal major que isoladamente permiteo diagnostico. 

**Veloddade de hemossedimenta0o (VHS) e proteina C reativa. 


■ Resposta imune ao S. pyogenes 

Uma faringite estreptococica, na maioria dos pacientes, 
leva a resposta de anticorpos aos produtos extracelulares de 
S. pyogenes. Assim, os possiveis anticorpos detectaveis sao: 
anti-SLO (antiestreptolisina O - ASLO), antiestreptoquinase 
(ASK), anti-hialuronidase (AHAD), antidesoxirribonuclea- 
se-B (ADNase-B), antinicotinamida adenina dinucleotidase 
(ANADase) e antiesterase (ASE). 17 

Os niveis de anticorpos alcanqam um pico entre a 2® e a 3 s 
semana apos a infecqao aguda, permanecem em um patamar 
por 3 a 6 meses e, gradualmente, dechnam a niveis normais, 
apos mais 3 a 6 meses. A resposta de anticorpos a qualquer 
estreptococo varia de um individuo para outro e depende do 
local da infec^ao. 28 

Em casos de infecqao cutanea, ha um aumento de ADNase- 
B em aproximadamente 95% dos casos, enquanto os niveis de 
ASLO mantem-se elevados em 45% apenas. Este fato pode ser 
explicado correlacionando-se a presen^a de lipidios nas celu- 
las cutaneas que modificam a antigenicidade da SLO. 29 Dessa 
maneira, a detecqao concomitante de niveis de ASLO e de 
ADNase-B possibilita o aumento na eficiencia em diagnosticar 
97% dos casos. 30 

Nos individuos com escarlatina, os niveis de ASLO ele- 
vam-se consideravelmente na 4® semana apos o inicio da 
doen^a, vindo a decrescer gradualmente, por cerca de 1 ano, 
ate alcan^arem os niveis encontrados no inicio da doen^a. 31 

Na GNDA, uma semana apos o inicio da infec^ao, os niveis 
de ASLO, ASK, AHAD, ANADase come^am a elevar-se, alcan- 
^ando valores maximos apos 3 a 4 semanas. 32 

Na FRA, os anticorpos sao importantes durante sua fase 
inicial e, provavelmente, pelas manifesta0es de poliartrite e 
coreia de Sydenham. Na cardite reumatica, anticorpos reativos 
ao tecido cardiaco, por rea^ao cruzada com antigenos do estrep¬ 
tococo, fixam-se a parede do endotelio valvar e aumentam a 
expressao da molecula de adesao VCAM I, que atrai determina¬ 
das quimiocinas e favorece a infiltra^ao celular por neutrofilos, 
macrofagos e, principalmente, linfocitos T, causando inflama- 
<^ao local, destrui^ao tecidual e necrose. 27 A elevado dos titulos 
de ASLO se inicia por volta do 7 s dia apos a infec^ao e alcanqa 
o pico entre a 5® e a 6® semana, mantendo-se elevada por meses, 
as vezes ate por 1 ano apos a infec^ao. 33 Ao ser estudada em uma 
popula^ao de pacientes portadores da doen^a por um periodo 
de 3 meses a 6 anos, a normalizaqao dos niveis de ASLO na 
FRA ocorreu em 4 meses, em media. Alem disso, os niveis de 
ADNase-B e ASK foram normalizados em 35 e 28 meses, res- 
pectivamente. 34 Para cada popula^ao devem ser determinados 
os valores de anticorpos ASLO considerados normais, pois ha 
uma varia^ao segundo a faixa etaria e a localiza^ao geografica. 
O limite superior da normalidade, segundo a literatura, pode 
variar entre 200 Ul/mi e 320 UI/m^. 33,36 

- Diagnostico iaboratorial 

Isolamento em culturas bacterianas e testes rapid os 

Os normalmente utilizados para o diagnostico da infec^ao 
por estreptococos J3-hemoliticos do grupo A sao o teste rapido 
de detec^ao de antigeno, realizado por meio de imunoensaios, 
e o da cultura bacteriana, que fornece o resultado ao fim de 
48 h. 

Com relaqao aos testes bacteriologicos, a cultura em meio 
de agar-sangue (de coelho ou carneiro) ainda e considerada 
o melhor teste para diagnostico direto dos estreptococos 
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(3-hemolfticos. Apos crescimento das colonias e verifica^ao 
da presen^a de p-hemolise, faz-se uma colora^ao pelo gram 
e prova de catalase. Ambos sao feitos apos coleta de exsudato 
por meio de um swab. Muitos dos testes rapidos apresentam 
especificidade excelente (> 95%) quando comparados com 
culturas em meio agar-sangue, e, assim, a terapia antimicro- 
biana pode ser iniciada com base nos resultados positivos de 
testes rapidos de boa qualidade. Entretanto, a sensibilidade da 
maioria dos testes rapidos e inferior a da cultura (80 a 90%); 
por essa razao, os testes rapidos negativos de crian^as e adoles- 
centes apresentando faringoamigdalite devem ser confirmados 
com a cultura conventional da orofaringe. 38 

A importancia de um teste rapido que confirme a ausencia 
de faringoamigdalite por estreptococos e evitar a utiliza^ao 
inapropriada de antibioticos, uma vez que as faringoamigda- 
lites virais, por exemplo, nao necessitam deste tipo de trata- 
mento. O uso indevido de antibioticos pode levar ao aumento 
de resistencia bacteriana, sendo este um risco desnecessario. 

Pesquisa de anticorpos contra diferentes enzimas 

A pesquisa associada dos anticorpos contra os produtos 
extracelulares de S. pyogenes (ASLO, ASK, AHAD, ANADase 
e ASE) 21 pode aumentar a sensibilidade do diagnostico labo- 
ratorial da FRA, uma vez que, aproximadamente, 20% dos 
pacientes com FRA apresentam valores normais de ASLO. 39 

Deve-se ressaltar o valor do teste ADNase-B em pacientes 
com suspeita clinica de FRA, em que nao ha resposta de anti¬ 
corpos ASLO, bem como em pacientes com glomerulonefrite 
pos-impetigo, em que a resposta de anticorpos ASLO e fraca, 18 
uma vez que os anticorpos ASLO aparecem em 80% dos casos 
de infec^ao estreptococica da faringe e em apenas 25% dos 
casos de infec^ao cutanea, como a piodermite estreptococica 
(Figura 14.1). 40 

Para determinar uma infec^ao anterior por S. pyogenes e 
seu estado evolutivo, a pesquisa de ASLO 6 mais usual, seguida 
de ADNase-B e AHAD, 41 embora a pesquisa dos dois ultimos 
esteja ainda restrita a laboratories especializados, principal- 
mente institutes de pesquisa. 


Fase 
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cronica 

epidemioldgico 

1 1 1 

Bacteriologico 

Sorologico 

Bacteriologico 
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/ \ / \ 


1 

1 

Teste rapido 

ASLO 

(imunoertsaio) 


+ 

1 

l 

/\ 
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Repetir ASLO 

Apos 30 dias 

ADNase-B 


Figura 14.1 Diagnostico presuntivoda infeegao por Streptococcus pyo¬ 
genes. 


A pesquisa de ASLO, alem de constituir uma importante 
ferramenta para o diagnostico das infec^oes pos-estrepto- 
cocicas, faz parte dos criterios de Jones para diagnostico 
de febre reumatica. A detec^ao de ASLO foi inicialmente 
descrita por Todd, em 1932. 42 Nessa rea^ao, a hemolise pro- 
duzida pela SLO, citotoxica para hemacias, e inibida por 
anticorpos anti-SLO encontrados no soro a ser testado. Por 
meio da dilui^ao seriada do soro do paciente, determina- 
va-se de mo do semiquantitativo a presen^a de ASLO, sendo 
os resultados expressos em unidades Todd. A determina- 
^ao de ASLO por neutraliza^ao da hemolise foi muito uti- 
lizada, porem tern sido substituida atualmente pela rea^ao 
com particulas de latex sensibilizadas com estreptolisina O, 
utilizada tanto em metodos manuals como automatizados. 
Esses ensaios estao menos sujeitos a rea^oes falso-positivas, 
motivadas pelos lipidios que, ao se ligarem a SLO, mimetiza- 
vam a a^ao neutralizante dos anticorpos. Contudo, turva^ao 
intensa tambem pode interferir nos metodos automatizados. 
Amostras liptinicas nao devem ser utilizadas sem uma desli- 
pida<^ao previa por meio de ultracentrifuga^ao a 90.000 g por 
10 min. Nao dispondo de ultracentrifuga, e recomendavel 
jejum rigoroso do paciente antes da coleta de nova amostra 
para o ensaio. 

Reagao do latex 

A rea^ao consiste em acrescentar uma gota de soro diluido 
e uma gota de particulas de latex recoberta com SLO em uma 
lamina de vidro, agitar por 3 min, manualmente, e efetuar a 
leitura. Esse reagente apresentou boa eficiencia diagnostica: 
sensibilidade de 91%, especificidade de 86%, valor preditivo 
positive de 83% e valor preditivo negativo de 93%. 43 

Detec^ao de anticorpos ASLO pelo 
metodo nefelometrico ou turbidimetrico 

Agregados de antigeno-anticorpo em mistura tern a pro- 
priedade de dispersao ou absor^ao da luz, e, com base nisso, 
foram desenvolvidos testes nefelometricos e turbidimetricos, 
respectivamente . 44 

O principio do teste consiste em recobrir particulas de 
poliestireno com SLO recombinante, altamente purificada, 
que, ao entrarem em contato com soro contendo anticorpos 
ASLO, formam complexos que diminuem a transmissao (tur- 
bidimetria) ou dispersam (nefelometria) um feixe de luz inci- 
dente. Essa altera^ao e medida por meio de uma curva de cali- 
bra^ao, sendo proportional a concentraqao de ASLO no soro. 
O teste e de simples execu^ao, uma vez que e automatizado. 

Interpretagao dos testes sorologicos 

Deve-se ressaltar que exames sorologicos traduzem uma 
infec^ao pregressa e nao tern valor para o diagnostico do qua¬ 
dra agudo da faringoamigdalite estreptococica. A dosagem 
dos titulos de ASLO confirma apenas a existencia de infec^ao 
estreptococica anterior. Recomenda-se a realiza^ao de duas 
dosagens de ASLO com intervalo de 15 dias, com utiliza^ao 
dos limites padrao de cada laboratorio para a analise dos resul¬ 
tados. 36 

Segundo as Diretrizes Brasileiras para o Diagnostico, 
Tratamento e Preven^ao da Febre Reumatica, 37 os criterios de 
Jones modificados pela American Heart Association (AHA) 
em 1992 23 devem ser utilizados para o diagnostico do pri- 
meiro surto da doen^a, enquanto os criterios de Jones revis- 
tos pela OMS e publicados em 2004 24 destinam-se tambem ao 
diagnostico das recorrencias da FRA em pacientes com CRC 
estabelecida. 
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A probabilidade de FRA e alta quando ha evidencia de 
infec<;ao estreptococica anterior, determinada pela eleva^ao 
dos titulos da ASLO, alem da presen^a de pelo menos dois cri- 
terios maiores ou um criterio maior e dois criterios menores 
de Jones . 37 

► Streptococcus agalactiae 

O Streptococcus agalactiae (EGB) e a unica especie perten- 
cente ao sorogrupo B de Lancefield. Sao identificados nove 
sorotipos (la, lb, II, III, IV, V, VI, VII e VIII) importantes, 
principalmente para investiga^ao epidemiologica, e produ¬ 
ce de vacinas, uma vez que a distribui^ao de sorotipos pode 
variar de acordo com a regiao geografica e o perfil de resis- 
tencia a antimicrobianos . 45 A maioria das cepas pode apre- 
sentar (3-hemolise discreta ao redor das colonias ou ausencia 
de hemolise ( 7 -hemolise), podendo este microrganismo ser 
confundido com Enterococcus. 2 O EGB faz parte da flora de 
membranas mucosas de seres humanos e animais, coloni- 
zando principalmente os tratos intestinal e geniturinario; sua 
prevalencia na popula^ao geral e irrelevante. A grande rele- 
vancia medica desse microrganismo esta em grupos especiais, 
como gestantes e recem-nascidos, em razao de sua associa^ao 
a infec^oes invasivas no periodo perinatal e neonatal, ocasio- 
nando quadros graves de septicemia, pneumonia e meningite 
em neonatos . 46 Na gestante, a coloniza^ao pelo EGB e, geral- 
mente, assintomatica, podendo a bacteria causar infec^ao do 
trato urinario em ate 4% das gesta^oes, estando, no puerperio, 
associada a casos de corioamnionite, endometrite, septicemia 
materna ou, mais raramente, meningite. A identifica^ao bac- 
teriana na urina e um fator preditivo da intensidade da colo- 
niza^ao . 47 Pode vir tambem a acometer individuos com idade 
superior a 60 anos, que apresentem comorbidades como dia¬ 
betes melito, doen^a hepatica, neoplasias ou imunodeficien- 
cia. Nessa situa^ao, a infec^ao podera se apresentar como 
bacteriemia sem foco definido, peritonite, pneumonia, artrite 
septica, entre outras . 48 

A frequencia de coloniza^ao por EGB durante a gravidez 
e variavel, estando relacionada com diferen^as socioculturais, 
geograficas e com as metodologias bacteriologicas emprega- 
das para sua detec^ao. Os dados brasileiros sao relativamente 
escassos. Em estudo realizado em Sao Paulo, as taxas detec- 
tadas foram baixas, de 1,9 %. 49 Entretanto, em uma avalia<~ao 
realizada em Salvador, o indice foi de 6,9 %; 50 em Minas Gerais, 
9,5 % 51 e, no Rio de Janeiro, alcan^ou o indice de 19,2%. 52 

Como a maioria das infec^oes por EGB pode ser prevenida 
por profilaxia antimicrobiana intraparto, em 1996, os Centers 
for Disease Control and Prevention (CDC) elaboraram um 
guia para a preven^ao da infec^ao precoce do neonato, o qual 
foi atualizado em 2002, 46 recomendando a prescri^ao de qui- 
mioprofilaxia em duas situates: 

■ Em todas as gravidas colonizadas com EGB, de acordo 
com os resultados da cultura realizadas entre a 35 a e a 37 s 
semana de gravidez 

■ Nas gravidas que, nao tendo sido submetidas a pesquisa de 
coloniza^ao pelo EGB, apresentassem algum dos fatores de 
risco para a contamina^ao da crian^a, como tempo de rup¬ 
turn de membrana maior ou igual a 18 h, temperatura igual 
ou superior a 38°C durante o parto e/ou prematuridade, 
incluindo ainda no guia atualizado a profilaxia em gestantes 
que apresentaram bacteriuria por EGB durante a gravidez ou 
que ja tiveram um filho com doen^a precoce por EGB . 45 


- Evasao do Streptococcus agalactiae 
a resposta imune 

A habilidade do S. agalactiae, assim como do S. pyogenes , 
em determinar o aparecimento de um processo infeccioso 
depende dos seus varios fatores de virulencia. Entre eles, a 
capsula do EGB e um fator importante, uma vez que apresenta 
fun^ao antifagocitica, por meio do impedimento da depos^ao 
de fragmentos opsonizantes C3b do sistema complemento, o 
qual € reconhecido por macrofagos. Entre as proteinas ligado- 
ras de fibronectina (Fbp), a fibronectina FbsA tambem contri- 
bui para a resistencia a fagocitose, protegendo o EGB da opso- 
niza^ao. A presen^a de uma serinoprotease capaz de clivar o 
fator C5a do sistema complemento, o qual e responsavel pela 
quimiotaxia de neutrofilos ao sitio da infec^ao, tambem con- 
tribui para a evasao a resposta imune . 53 Da mesma maneira, 
a proteina beta, uma das fra^oes proteicas do antigeno C do 
EGB, interage com a fra^ao Fc da imunoglobulina IgA no 
soro e fator H, que e uma proteina que regula a via alternativa 
do sistema complemento, potencializando o mecanismo de 
escape do patogeno frente ao sistema imune no hospedeiro . 54 

Ainda, a dissemina^ao do patogeno e facilitada pela degra- 
da^ao do acido hialuronico, componente extracelular de celu- 
las de tecidos animais, por meio da a^ao da hialuronidase . 55 
Do mesmo modo, a produ^ao de hemolisina pelo EGB parece 
estar associada a invasao e lesoes do epitelio pulmonar e 
endotelial . 56,57 Outro fator que pode contribuir com a invasao 
celular e uma proteina extracelular difusivel, chamada de fator 
CAMP, capaz de formar poros e provocar lise de membranas 
celulares do hospedeiro . 58 

- Etiopatogenia no recem-nascido 

Os recem-nascidos (RN) de gestantes colonizadas pelo 5. 
agalactiae apresentam um risco ate 29 vezes maior de adquirir 
infec^ao precoce do que os recem-nascidos de gestantes cuja 
cultura tenha sido negativa . 59 

A aquisi^ao da bacteria pode ocorrer no canal de parto ou 
pela ascensao da bacteria para a cavidade uterina apos ruptura 
de membranas . 60 A aderencia do EGB a superficie mucosa 
representa o evento inicial na coloniza^ao e infec^ao. Uma vez 
que esse patogeno adere de modo muito eficiente as celulas do 
epitelio vaginal e as membranas amnioticas, este passa a ser o 
fator principal para o recem-nascido adquirir a infec^ao sinto- 
matica ou assintomatica . 61 

Embora fatores de defesa do liquido amniotico possam 
impedir a prolifera^ao do EGB, a degluti^ao pelo feto de 
liquido amniotico infectado horas ou dias antes do parto 
pode resultar em infec^ao precoce pos-parto . 60 O grau de 
virulencia do patogeno, a maturidade fetal e o numero abso¬ 
lute) de microrganismos no canal de parto durante o nasci- 
mento estao diretamente relacionados com o risco de o recem- 
nascido adquirir a infec^ao e apresentar doen^a invasiva pelo 
EGB . 62 Isso tem sido evidenciado por estudos prospectivos, 
nos quais a incidencia de transmissao foi de aproximada- 
mente 51% entre os recem-nascidos de maes portadoras de 
EGB vaginal e/ou anorretal, durante o parto. Na sua maio¬ 
ria, esses recem-nascidos tornam-se apenas colonizados pelo 
EGB; porem, 6 % dos recem-nascidos de maes com cultura 
negativa tornam-se infectados assintomaticos em um ou 
mais locais - orofaringe, pele, umbigo, reto - durante as pri- 
meiras 48 h de vida . 63 As formas principais de apresenta^ao 
da doen^a neonatal precoce (ate o sexto dia de vida) incluem 
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pneumonia, meningite e bacteriemia sem foco aparente com 
inciddncia de 0,7 a 3,7 por 1.000 nascidos vivos . 45 A aquisi^ao 
da infecqao in utero manifesta-se ao nascimento geralmente 
com quadro de choque, insuficiencia respiratdria grave e 
coma . 60 Pode haver inicio tardio, que afeta recem-nascidos 
com idade acima de 7 dias (media 24 dias), podendo ocorrer 
ate os 3 meses de vida. Nesses casos, a principal manifesta- 
9&0 clinica e a meningite, com incidencia de 0,5 a 1,8/1.000 
nascidos vivos . 47 

- Desenvolvimento de resposta imune 

A imaturidade anatomica, bioquimica e imunologica pul- 
monar do recem-nascido pre-termo, particularmente aqueles 
de muito baixo peso, favorece a multiplica^ao rapida EGB e a 
evolu^ao fulminante da doen^a . 64 

Estudos em mulheres gravidas e seus filhos tern mos- 
trado que anticorpos maternos formados contra polissaca- 
ridios encontrados na capsula do EGB sao capazes de pro- 
teger os recem-nascidos da modo invasivo da infec^ao por 
EGB . 65 

O nivel de anticorpos maternos anti-EGB e um indicador 
importante do risco de infec^ao neonatal, havendo corre- 
la^ao entre niveis baixos de anticorpos maternos (< 2 mg/ 
mi) contra o EGB e a suscetibilidade do recem-nascido a 
doen^a invasiva. Como a passagem placentaria de imuno- 
globulina da classe G materna ocorre principalmente nas 
ultimas 8 semanas de gestaqao, o recem-nascido premature 
e uma crian^a de risco para a aquisi^ao da doen^a invasiva 
pelo EGB . 60 - 66 

Mais importante e a possibilidade de anticorpos induzidos 
por meio de vacina^ao serem transferidos passivamente atra- 
ves da placenta . 67 

- Testes laboratoriais 

Diagnostico de colonizatfo em gestantes 

Segundo alguns autores, a cultura bacteriana e conside- 
rada o padrao-ouro para a detec^ao do EGB, quando se utiliza 
material obtido de coleta vaginal e anal, semeado em meio de 
cultura especifico . 68 

A coleta e cultura microbiologica de material provindo da 
regiao vaginal e anal da gestante devem ser realizadas segundo 
recomenda^oes dos CDC (2002 ): 46 

■ O swab deve ser intro duzido na parte inferior da vagina 
e no reto atraves do esfincter anal. Pode ser usado o 
mesmo swab ou do is swabs diferentes. Amostras cervi¬ 
cal, perianal, perirretal ou perineal nao devem ser acei- 
tas para cultura 

■ A amostra deve ser colocada em um meio de transporte 
nao nutritivo, no qual permaneqa viavel por varios dias 4 
temperatura ambiente 

■ Para cultura, o swab deve ser inoculado em um meio 
seletivo (como, por exemplo, caldo Todd-Hewitt) suple- 
mentado com gentamicina (8 pg/mf) e acido nalidixico 
(15 pg/mf). 

Alternativamente os swabs podem ser inoculados em um 
caldo seletivo enriquecido com pigmento cromogenico para 
detec^ao da f3-hemolise do EGB, utilizando detector de cor 
(p. ex., Granada 5 "). Deve-se incubar por 18 a 24 h a 35°C a 37°C, 
com ar ambiente ou com 5% de C0 2 . A Figura 14.2 resume os 
procedimentos para identifica^ao do EGB. 
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Figura 14.2 Algoritmo recomendado para identificagao pre-natal de 
estreptococos do grupo B por testes laboratoriais. Adaptada de CDC, 
2002. 46 


Metodo s moleculares com base na amplifica^ao de acidos 
nucleicos tambem tern sido estudados, com potencial uso cli- 
nico. 6y 


Diagndstico no recem-nascido 

O diagnostico da infeeqao neonatal pelo EGB pode ser 
realizado pelo isolamento do agente infeccioso por meio de 
cultura microbiologica de fluidos corporeos (como descrito 
anteriormente) ou pela detec^ao do antigeno na urina , 70 
liquor , 71 secre^ao traqueal, secre^ao faringea e aspirado gas- 
trico. 

A detect ao de antigeno na urina por aglutinagao de par- 
ticulas de latex e um exame amplamente utilizado, sensivel, 
porem sem especificidade satisfatoria, podendo apresentar 
resultados falso-positives na ausencia de infeeqao sistemica. 
A analise dos resultados obtidos por esse metodo de detec^ao 
de antigeno deve ser associada a achados clinico-radiologicos 
e/ou complementada por outros exames laboratoriais . 72,73 
Recentemente, a rea^ao em cadeia da polimerase (PCR, poly¬ 
merase chain reaction ) tambem tern sido utilizada, apresen- 
tando especificidade e sensibilidade elevadas . /4,/5 A realiza^ao 
da PCR, por ser onerosa, fica restrita a centros que tenham 
condi^oes de disponibiliza-la. 

Segundo estudo de revisao de Grassi et al. (2001 ), 76 o 
diagnostico da infec^ao neonatal pelo EGB deve levar em 
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considera^ao fatores de risco para a sepse neonatal, avalia^ao 
clinica, realiza^ao de hemograma, proteina C reativa, cul- 
tura de sangue, urina e liquor, bem como a detec^ao do anti- 
geno capsular do GBS pela tecnica de aglutina^ao na urina 
e liquor. 

► Streptococcus pneumoniae 

O Streptococcus pneumoniae {S. pneumoniae), tambem 
conhecido como pneumococo, e coco gram-positivo da 
flora do trato respiratorio superior, identificado laborato- 
rialmente por cultivo microbiologico em meio e conduces 
adequados. 

Sua transmissao acontece de pessoa a pessoa, por meio 
de goticulas de secre^ao respiratoria de portadores sadios 
que albergam transitoriamente a bacteria na nasofaringe, 
podendo a coloniza^ao ocorrer desde o primeiro dia de 
vida. 77 A taxa de coloniza^ao e maior na infancia, sendo for- 
temente influenciada pela aglomera^ao de pessoas; 78 pode 
haver coloniza^ao por mais de um sorotipo, por varios 
meses. Desse modo, as crian^as, por apresentarem elevado 
indice de coloniza^ao, assumem papel importante na disse- 
mina^ao horizontal deste patogeno na comunidade. 79 Pelo 
uso frequente de antimicrobianos na infancia, este grupo de 
portadores tambem representa um importante reservatorio 
de cepas resistentes. 80,81 

Na maioria das vezes, os pneumococos colonizam a super- 
ficie mucosa, conferindo aos individuos apenas a condi^ao de 
portador sadio. Entretanto, na existencia de fatores predispo- 
nentes do hospedeiro, eles podem invadir sitios estereis adja- 
centes ou a corrente sanguinea, causando infec^ao localizada 
ou sistemica. 82 

Em todo o mundo, o S. pneumoniae e o mais frequente 
agente etiologico de infec^oes adquiridas na comunidade 
que acometem o sistema respiratorio. De acordo com a esti- 
mativa da Organiza^ao Mundial da Saude (OMS), ate o ano 
2000 ocorreram, por ano, 1,4 milhao de casos serios de doen 9 a 
pneumococica em crian^as menores de 5 anos, causando 
735 mil mortes. 83 Alem disso, individuos imunocomprometi- 
dos de todas as idades tambem fazem parte do grupo de risco 
para esta infec^ao. 

Sua patogenicidade esta relacionada com os polissacaridios 
capsulares, os quais determinam sua classifica^ao em soroti- 
pos, designados por numero, sendo agrupados segundo suas 
caracteristicas estruturais e imunologicas (sistema dinamar- 
ques). 84 Foram identificados ate o momento 91 sorotipos de 
S. pneumoniae , 85 sendo que a maioria das doen^as pneumo¬ 
cocicas e causada por 23 deles, os quais variam de acordo com 
a regiao geografica considerada. 86 Aproximadamente mais de 
70% das doen^as pneumococicas invasivas sao causadas por 
20 sorotipos, em todos os grupos etarios. No Brasil, existem 
cerca de 10 sorotipos prevalentes, sendo os sorotipos 1 e 6B 
prevalentes em todas as idades; o sorotipo 14 responsavel pela 
maioria das infec^oes em crian^as, enquanto os sorotipos 3 e 
4 sao mais comuns em adultos. 67 

- Etiopatogenia da infecgao por 
Streptococcus pneumoniae 

A presen 9 a da capsula polissacaridica e o principal fator 
de virulencia da bacteria, protegendo-a da fagocitose pelo 
sistema imune. 8 - 1 Para que ocorra a conversao da coloniza- 


<^ao assintomatica para doen<~a invasiva, deve haver a pro- 
du^ao local de mediadores inflamatorios como interleu- 
cina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF), associado 
a fatores de risco do hospedeiro como: asplenia, deficien- 
cias congenitas envolvendo imunoglobulinas ou proteinas 
do complemento, e outros (Quadro 14.2). 82 Ocorrendo 
uma ou mais destas condi^oes, o pneumococo, por meio 
de invasao local, pode levar ao aparecimento de otite media 
ou sinusite, sendo estes os casos mais comuns e menos gra¬ 
ves de doen^a nao invasiva da infec^ao. Caso ocorra aspira- 
gao, o S. pneumoniae chega aos alveolos pulmonares, onde 
pode progredir para pneumonia. A fagocitose ineficiente 
provoca um processo inflamatorio intenso mediado por 
componentes da parede celular da bacteria, provocando 
edema e acumulo de fibrina, podendo levar o individuo a 
morte. 88 

As doen^as pneumococicas invasivas (DPI) sao definidas 
como aquelas em que o pneumococo e identificado em sitios 
habitualmente estereis. As menos frequentes sao peritonite, 
empiema e artrite; as mais importantes sao meningite e septi¬ 
cemia. As bacterias alcan^am a corrente sanguinea tanto pelo 
epitelio pulmonar lesionado como pelo sistema linfatico. As 
meninges sao atingidas pela passagem do pneumococo atraves 
da corrente sanguinea ou diretamente da cavidade nasal para 
o cerebro. 90 

A DPI e menos comum que a pneumonia pneumococica, 
mas seu diagnostico microbiologico e inequivoco, sendo 
entao utilizado como indicador de importancia da doen^a 
pneumococica. O risco de DPI em individuos infectados 
com o virus da imunodefici£ncia humana (HIV) e 50 a 100 
vezes maior que em individuos nao infectados com HIV. A 
bacteriemia por pneumococo aumenta com o declinio no 
numero das celulas T CD4 + , podendo ocorrer no inicio da 
manifesta^ao do HIV e na ausencia de terapia antirretro- 
viral. 91 

- Identificado do Streptococcus pneumoniae 

O S. pneumoniae e rotineiramente identificado pelas suas 
caracteristicas fenotipicas: morfologia da colonia em placa 
com agar-sangue, solubilidade em bile, sensibilidade a opto- 
quina e presen^a de capsula. 91 Metodos bioquimicos e soro- 
logicos foram publicados recentemente, demonstrando alta 
sensibilidade, mas especificidade limitada. 92 Metodos mole- 
culares tambem tern sido desenvolvidos, 93 sendo uma ferra- 
menta importante para estudos epidemiologicos. 


Quadro 14.2 ■ Pessoas mais suscetiveis a infeqoes pneumococicas 
invasivas. 


Crian^as menores de 5 anos e idosos (> 65 anos) 

Pessoas que apresentem imunodeficiencia congenita ou adquirida (induindo HIV), 
ou em tratamento com imunossupressores (doen^as malignas ou transplante de 
orgaossolidosou medula) 

Portadores de asplenia anatomica ou funcional, induindo anemias hemoliticas, como 
anemia falciforme e espeferocitose) 

Portadores de doen^as cronicas (nefropatias, doengas card iorrespiratorias, diabetes, 
alcoolismo, cirrose, asma, doen^as de deposito e trissomias) 

Individuos com fratura de cranio, fistula liquorica e submetidos a cirurgia de cranio, 
induindo colocagao de implante coclear 

Apds infecgoes virais, particularmente influenza e virussincicial respiratorio 

WHO, 2008. M 
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- Resposta imune ao Streptococcus pneumoniae 

Alem da fagocitose e a morte intracelular pelos macrofagos 
alveolares e neutrofilos (imunidade inata), a imunidade adap- 
tativa e parte importante na defesa do hospedeiro contra o 
pneumococo, uma vez que, na presen^a de anticorpos anticap- 
sulares, a opsoniza^ao e mais eficiente, ha ativa^ao da cascata 
do complemento, dando origem a fra^oes C3b, que facilitam a 
fagocitose por macrofagos, eliminando a bacteria. 94 

A resposta imune adaptativa envoJve a participa^ao dos lin¬ 
focitos B e T. A popula^ao portadora do marcador de superficie 
CD4 (T auxiliar) e dividida em duas subpopula^oes principais, 
T auxiliar 1 (Thl) e T auxiliar 2 (Th2). A fun^ao primordial da 
popula^ao Th2 e auxiliar o linfocito B a se diferenciar, replicar 
e originar plasmocitos que secretarao anticorpos de diferentes 
especificidades e classes. Este tipo de resposta e induzido por 
antigenos proteicos complexados aos antigenos de histocom- 
patibilidade (HLA de classe II) e chamado de T-dependente. 
As celulas Thl tambem auxiliam os linfocitos B a produzirem 
anticorpos, mas secretam diferentes citocinas, como a interfe- 
rona e o fator de necrose tumoral, que auxiliam ativando prin- 
cipalmente as respostas celulares. 95 

Em contrapartida, os pneumococos, por apresentarem 
uma capsula composta por polissacaridios, induzem resposta 
imunologica T-independente. Neste tipo de resposta, o esti- 
mulo para a produ^ao de anticorpos pelos linfocitos B e feito 
de modo direto, sem auxilio das interleucinas produzidas pelo 
T auxiliar. Com isso, as imunoglobulinas produzidas sao pre- 
ferencialmente IgM e IgG2, nao sendo induzida a forma^ao 
de memoria imunologica (Figura 14.3). Tal tipo de resposta, 
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Figura 14.3 Resposta imune a polissacaridios bacterianos. Adaptada 
de Pletzefo/., 2OO8. 10 ° 


em razao da imaturidade do sistema imune, nao ocorre em 
crian^as com menos de 2 anos e e deficiente em individuos 
imunodeprimidos, levando estes dois grupos a apresentarem 
maior risco de desenvolver infec^ao por pneumococo. 96 


► Vacinas 

- Streptococcus agaiactiae 

Em razao da possibilidade de anticorpos induzidos por 
meio de vacinagdo serem transferidos passivamente atraves da 
placenta, vacinas conjugadas que incluem proteinas do EGB, 
capazes de estimular a resposta imune a componentes polis¬ 
sacaridios deste mierorganismo, ja estao sendo alvo de pes- 
quisa. 98 Contudo, as prepara^oes vacinais, atualmente desen- 
volvidas, tem sido efetivas somente contra alguns sorotipos 
do EGB, mais prevalentes em algumas regioes geograficas do 
mundo," sendo necessario ainda determinar a sua real efetivi- 
dade e valida^ao em larga escala. 100 

• Streptococcus pyogenes 

Atualmente, existem 12 modelos de vacinas contra o S. pyo¬ 
genes, a maioria em fase pre-clinica. Os antigenos candidates 
a confec^ao dessas vacinas tem como base a proteina M do 
estreptococo (regioes N e C-terminal) e outros antigenos con- 
servados da bacteria. 37 

- Streptococcus pneumoniae 

Uma vez que o ser humano 6 a unica fonte de reserva desta 
bacteria, e teoricamente possivel erradicar o pneumococo por 
meio de um programa eficiente de vacina^ao, assim como ocorre 
com alguns virus. Ha diferentes formula^oes de vacina pneumo¬ 
cocica, que variam de acordo com os sorotipos que as constitui. 

A vacina pneumococica polissacaridica 23-valente (PPV23) 
nao conjugada contem polissacaridio capsular de 23 sorotipos 
que foram responsaveis pela maioria dos casos (85 a 90%) das 
DPI entre adultos nos EUA e paises industrializados antes da 
introdu^ao da vacina^ao. Inclui polissacaridios dos sorotipos 
farmacorresistentes mais comuns. 90 Foi desenvolvida para pre- 
venir a doen^a pneumococica em adultos e crian^as maiores de 
2 anos de idade, uma vez que criangas menores nao tem sistema 
imune desenvolvido para responder de maneira satisfatoria aos 
antigenos polissacaridios que compoem essa vacina. Por induzir 
resposta T-independente, nao produz memoria imunologica, 
com nivel dos anticorpos declinando apos 4 a 7 anos. Alguns 
estudos indicam necessidade de revacina^ao. Contudo, os 
niveis de anticorpos apos revacina^ao podem ser menores que 
na primeira dose da vacina, principalmente em idosos, os quais 
respondem de modo menos eficiente a vacina^ao que adultos 
jovens. 101,102 A resposta vacinal varia conforme idade, fatores 
geneticos, nutricionais e situa^ao clinica, mostrando menor 
efeito protetor em individuos imunocomprometidos. 90,103,104 
Nao conferem prote^ao contra otite media, nao tem demons- 
trado reduzir a colonizagfio mucosa pelo 5. pneumoniae, nao 
limitando a difusao de cepas resistentes. 105 Contudo, a morta- 
lidade por infec^ao pneumococica diminui e o tempo de inter- 
na^ao hospitalar e menor entre individuos vacinados, mos¬ 
trando uma evolu^ao menos grave da doen^a. 106 

A vacina pneumococica conjugada 7-valente (VPC7V), 
conjugada a uma toxina difterica mutada, e a 13-valente 
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(VPC13V), conjugada a proteina D de Haemophilus influen¬ 
zae, modificam a resposta imune contra polissacaridios, 
induzindo a uma resposta T-dependente e provocando a 
resposta imune em crian^as menores de 2 anos, com esta- 
belecimento de memoria imunologica. Levam tambem a 
uma redu^ao da coloniza^ao da nasofaringe pelos sorotipos 
de pneumococos presentes na vacina , 107 provavelmente por 
induzir resposta imune na mucosa, em razao da produ^ao 
de anticorpos IgA . 108 Este fator provoca o “efeito reban ho”, 
pela menor transmissao dos sorotipos vacinais as pessoas 
em contato com individuos colonizados . 109 

A VPC7Y, porem, nao contempla os sorotipos I e 5, preva- 
lentes em varias regioes do mundo , 110 o que deu origem a nova 
formula^ao da VPC13V, testada com sucesso na Republica 
Tcheca , 111 sendo licenciada e aprovada pela Food and Drug 
Administration (FDA), em 2010 , nos EUA, mostrando ser tao 
segura quanto a vacina 7-valente . 112 

A vacina pneumococica conjugada 10 -valente VPC 10 V, 
conjugada com proteina D de Haemophilus influenzae nao 
tipavel (HiNT), difere na formula^ao 113 e inclui, alem dos 
sorotipos da VPC7, os sorotipos 1 ,5,7F. A proteina D foi esco- 
lhida por induzir prote^ao contra infec 9 ao por H. influenzae 112 
e por ter demonstrado eficacia na prote^ao contra otite media 
causada por S.pneumoniae e H. influenzae. 114 Estudos de imu- 
nogenicidade cumpriram os criterios de nao inferioridade 
para os sorotipos nela incluidos comparados com a vacina ja 
disponivel 7-valente . 115 

No Brasil, a vacina pneumococica 23-valente foi incor- 
porada pelo Programa Nacional de Imuniza^oes no ano 
de 1992 e esta disponivel nos Centros de Referenda para 
Imunobiologicos Especiais (CRIE) para grupos com quadros 
clinicos especificos. A partir de 1999, passou a ser aplicada 
durante a Campanha Nacional de Vacina^ao do Idoso, visando 
contemplar as pessoas de 60 anos e mais que convivem em ins- 
titui^oes fechadas. A VPC7V foi incorporada pelo Ministerio 
da Saude em 2001, tambem para grupos com condi^oes clini- 
cas especiais nos CRIE. 

A redu^ao do numero de interna^oes por doen^as pneu- 
mococicas (26,8%) apos o ano 2000 comprova a importancia 
dos programas vacinais instituidos. Deve-se, porem, estar 
alerta para o fato de a erradica^ao dos sorotipos vacinais estar 
possivelmente levando ao aparecimento de sorotipos nao pre- 
valentes antes da institui^ao da vacina VPC7V . 116 Isso pode vir 
a aumentar o risco de reincidencia da doen^a e o surgimento 
de cepas resistentes aos agentes antimicrobianos comumente 
usados para seu tratamento, como as penicdinas, cefalospori- 
nas, macrolideos e fluorquinolonas . 117 Contudo, a preven^ao 
da doen^a pneumococica por meio da vacina^ao continua 
sendo relevante. 
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► Introdu^ao 

As clamfdias e as clamidofilas sao bacterias intracelula- 
res obrigatorias e se dividem por fissao binaria em inclusoes 
citoplasmaticas. Pertencem a ordem Chlamydiales, famflia 
Chlamydiaceae e que, nos anos 1980, apresentava o genero 
Chlamydia, com duas especies distintas, a trachomatis e a 
psittaci. No infeio dos anos 1990, a analise filogenetica da 
sequencia do rRNA de 16S e 23S proporcionou informa^oes 
geneticas e morfologicas que contribufram para o reconhe- 
cimento de outros patogenos, classificados como Chlamydia 
pneumoniae e Chlamydia pecorum. 

Everett ef al., em 1999, revisaram a taxonomia da famflia 
Chlamydiaceae e propuseram uma nova divisao em dois gene- 
ros: o antigo Chlamydia (C.) e o novo Chlamydophila (Cp.). 
Como consequencia, o genero Chlamydia continuou associado 
as especies trachomatis, muridarum e suis, enquanto o genero 
Chlamyophila abrigou as especies pneumoniae, psittaci, peco¬ 
rum, felis, abortus e caviae. Mesmo havendo resistencias quanto 
a nova nomenclatura, a mesma foi oficializada, embora publi- 
caqoes utilizem tanto a antiga quanto a nova terminologia. 

Poucas especies da famflia Chlamydiaceae sao patogenicas 
para o homem, salientando-se, entre elas, a C. trachomatis e as 
Cp. pneumoniae e Cp. psittaci, enquanto as C. muridarum e C. 
suis, Cp. pecorum, Cp. abortus, Cp. felis e Cp. caviae raramente 
estao associadas a altera^oes em humanos. 

A C. trachomatis e a mais pesquisada em laboratorio, res- 
ponsavel por manifestaqoes clinicas decorrentes de lesoes 
oculares, pulmonares e do trato urogenital. A infec^ao urogeni¬ 
tal por C. trachomatis e a principal causa bacteriana de doenqa 
sexualmente transmissfvel (DST) nos pafses desenvolvidos e 
em desenvolvimento. Alem disso, a DST por C. trachomatis e 
considerada um fator de risco na facilita^ao da transmissao do 
virus da imunodeficiencia humana (HIV) e na progressao da 
neoplasia causada pelo papilomavirus humano (HPV). 

A Cp. pneumoniae pode causar faringites, sinusites, pneu¬ 
monias atfpicas e doen^as vasculares ateroscleroticas. Jd a Cp. 
psittaci, transmitida principalmente por aves ornamentais, 
provoca a ornitose ou psitacose, doenqa pulmonar grave, alem 
de processos inflamatorios do endocardio e miocardio. 

As clamfdias e clamidofilas exibem morfologia e estrutu- 
ras similares as bacterias gram-negativas e, apesar de apre- 
sentarem um sistema metabolico, nao produzem ATP, sendo, 
por esse motivo, um parasito energetico que utiliza o ATP da 
celula hospedeira. A estrutura celular tern um envelope, com- 
posto de duas membranas trilaminares (uma externa, uma 
citoplasmatica e uma interna) contendo DNA e RNA. 

A parede desses agentes bacterianos contem um antfgeno 
lipopolissacarfdico (LPS) comum aos generos e que apresenta 
um lipfdio A, caracterfstica normalmente nao observada em 
cadeias longas de acidos graxos e que nao e encontrada em 
LPS de outras bacterias. 

Aproximadamente 60% da constituiqao proteica dos antf¬ 
geno s e formada pela protefna principal da membrana externa 
(MOMP - major outer membrane protein), codificada pelo 
gene ompA e que apresenta antigenicidade e imunogenicidade 
nas principals especies patogenicas para o homem. Outros 
peptfdios como pgp3 e as protefnas de choque termico clami- 
dial 60 (cHSP 60) e 70 (cHSP70) tambem apresentam poder 
imunogenico especie-especffico. 

Estas bacterias apresentam um ciclo de vida composto por 
varias formas estruturais. A partfcula infectante, adaptada 
para vida extracelular, e o corpusculo elementar (CE) cujas 


membranas externas se ligam a proteoglicanos extracelulares 
como sulfato de heparan a e estimulam o processo de fagoci- 
tose pelas celulas epiteliais hospedeiras humanas. No interior 
da celula, envolto pelo fagossomo, o CE come^a a se desen- 
volver e, dentro de 6 a 8 h, transforma-se em corpo reticulado 
(CR), uma estrutura metabolicamente ativa e adaptada para 
multiplica^ao intracelular. Este CR subdivide-se e, em 24 h, 
forma corpusculos de inclusao ou corpusculos intermediais 
(Cl). Finalmente, apos 48 h de desenvolvimento, e completado 
o ciclo, com a divisao dos CR em CE, reunidos em envoltorios 
intracelulares e que, pelo seu crescimento e divisao, favorecem 
a eclosao celular, liberando os CE, com alto poder infectante 
para as celulas circunvizinhas, sendo retomado o ciclo no 
momento da infeeqao de uma nova celula com a proliferaqao 
antigSnica. 

- Transmissao, epidemiologia e 
importancia cl mica 

A transmissao oculogenital das clamfdias foi reconhecida 
no infeio do seculo 20, quando se associava a infeeqao cervical 
materna as manifesta^oes clfnicas no recem-nascido. As maes 
apresentavam inclusoes celulares, e as crian^as, conjuntivites 
de inclusao. As mulheres apresentavam infec^oes pelvicas com 
leucorreia e dor, e os parceiros sexuais apresentavam contami- 
naqao uretral e numero significativo de uretrites nao gonoco- 
cicas. 

C. trachomatis pode infectar uma variedade limitada de 
celulas que apresentam receptores para os CE, tais como as 
celulas colunares, cuboides e transicionais, nao ciliadas, encon- 
tradas nas mucosas da uretra, do endocervice, do endometrio, 
das tubas uterinas, do trato respiratorio e de conjuntivas. C. 
trachomatis existe como tres biovares: tracoma, linfogranu- 
loma venereo (LGV) e pneumonite de camundongos, sendo os 
dois primeiros os que causam doen^as em humanos. Os bio¬ 
vares foram, ainda, subdivididos em sorotipos, tambem deno- 
minados de variantes sorologicas ou sorovares, com base nas 
diferen<;as antigenicas na MOMR Sao descritos 19 sorotipos 
que exibem diferentes organotropismos para o tecido ocular 
e o trato urogenital e estao associados a doen^as especfficas. 
Os sorotipos do tracoma sao 15, com caracterfsticas invasivas 
e epiteliotropicas, que causam tracoma e cegueira (sorotipos 
A, B, Ba e C), ou DST (sorotipos D, Da, E, F, G, Ga, H, I, la, } 
e K). Os sorotipos do LGV sao 4 (LI, L2, L2a e L3) e causam 
doen^as urogenitais mais invasivas. 

Os sorotipos A, B, Ba e C foram isolados de pacientes com 
tracoma, que apresentavam manifestaqoes clfnicas primarias, 
como uma queratoconjuntivite folicular, e, no estagio tardio, 
a perda quase total da visao. As areas endemicas desses soro¬ 
tipos estao situadas predominantemente na Africa, na Asia e 
na America do Sul. A Organiza^ao Mundial da Saude (OMS) 
estima que haja cerca de 1,3 milhao de pessoas infectadas, 
desenvolvendo o tracoma. E transmitida em popula^oes de 
alto fndice de pobreza, vivendo em condi<;6es higienicas pre- 
carias, principalmente entre membros de uma mesma famflia 
em razao de contato com secreqoes oculares. 

Os sorotipos D, Da, E, F, G, Ga, H, I, la, J, e K estao associa¬ 
dos a doenqas do trato genital, mas podem desenvolver con¬ 
juntivites, principalmente em recem-nascidos de maes infecta¬ 
das. A infeeqao e assintomatica em cerca de 60% de mulheres e 
homens, resultando em infec^oes e inflamaqoes cronicas como 
epididimite nos homens e salpingites, endometriose e doenqa 
inflamatoria pelvica nas mulheres. 
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A salpingite leva a complicates do trato reprodutor, provo- 
cando quadros de gravidez ectopica e infertilidade. Infectes 
durante a gravidez podem causar pneumonia e conjuntivite no 
recem-nascido. 

A infecto por esses sorotipos de C. trachomatis , princi- 
palmente nos homens, quando associada ao antigeno de his- 
tocompatibilidade HLA-B27, pode desencadear oligoartrites, 
principalmente a sindrome de Reiter. Esses antigenos de histo- 
compatibilidade apresentam distribui^ao universal, sendo de 
alta incidencia nas Americas, principalmente no Brasil, onde 
esses sorotipos causarn infectes frequentes. 

Os sorotipos LI, L2, L2a e L3 causarn o LGV, uma DST que 
e endemica em grande parte da Africa, da Asia, da America do 
Sul e do Caribe, mas raramente encontrada em paises e comu- 
nidades industrializadas. 

As infectes por C. trachomatis frequentemente coexistem 
com outras doen^as, como a gonorreia. Paises desenvolvidos 
apresentam indices que variam de 20 a 60% de mulheres com 
gonorreia que sao portadoras de infecto simultanea pela C. 
trachomatis, enquanto em homens heterossexuais portadores 
de gonococo, cerca de 25% tambem estao infectados pela C. 
trachomatis. 

Cp. pneumoniae e um patogeno essencialmente humano, 
amplamente distribuido e que nao apresenta nenhum reser¬ 
vatorio animal; apresenta somente um sorotipo denominado 
TWAR, sendo uma importante causa de bronquite, pneu¬ 
monia, faringite e sinusite, infectes transmitidas pessoa a 
pessoa por secretes respiratorias. A infecto respiratoria 
aguda com Cp. pneumoniae ocorre em quase todos os indi- 
viduos durante a vida. Estima-se que Cp. pneumoniae seja 
a causa, em media, de 10% dos casos de pneumonia adqui- 
rida comunitaria e 5% dos casos de bronquite e sinusite. 
A maioria das infectes P or Cp. pneumoniae e subclinica; 
porem, infectes pulmonares graves e alveolites linfociticas 
tern sido observadas. Infect es primarias acometem crian- 
£as, mas episodios de reinfect es normalmente acometem 
adultos. 

A infecto respiratoria nao resolvida causada por Cp. pneu¬ 
moniae pode contribuir, ainda, para a patogenese de doen^as 
inflamatorias cronicas pulmonares, tais como asma e doen^a 
pulmonar obstrutiva cronica, para o desenvolvimento de lesoes 
vasculares. Esta especie esta distribuida de maneira universal, 
com menor incidencia em paises desenvolvidos. 

Alem das infectes clamidiais agudas, Cp. pneumoniae tern 
sido associada a algumas doen^as cronicas caracterizadas por 
inflama^ao, que resultam em significativo dano ao hospedeiro, 
incluindo aterosclerose e arterite temporal. A participate da 
Cp. pneumoniae em casos de atero sclerose tern sido descrita 
desde os anos 1980, com evidente associate com infarto do 
miocardio. Algumas pesquisas tambem associam a Cp. pneu¬ 
moniae esclerose multipla, doen^a de Alzheimer e sindrome 
da fadiga cronica. No entanto, o papel da Cp. pneumoniae em 
todas essas associates, com exce^ao da aterosclerose, ainda 
permanece controverso. 

A Cp. psittaci tern nos passaros ornamentais, como periqui- 
tos e papagaios, o seu reservatorio natural e pode ser transmi- 
tida aos humanos por meio da inalato de aerosols, de secre¬ 
tes nasais e de material fecal contaminado dessas aves. As 
infectes assintomaticas de Cp. psittaci em humanos provo- 
cam pneumonia grave cronica, com febre alta, mialgia e hepa- 
toesplenomegalia. Complicates cardiacas decorrentes da Cp. 
psittaci incluem endocardites. Atualmente, em razao de maior 
fiscaliza^ao e cuidados veterinarios com as aves transmissoras, 
os casos de psitacoses sao raros no mundo. 


De acordo com a analise do gene ompA , Cp. psittaci 6 geneti- 
camente a especie mais heterogenea do genero Chlamydophila. 
As cepas de Cp. psittaci sao muito semelhantes quanto a viru- 
lencia, crescem rapidamente em cultura celular e sao classi- 
ficadas em seis sorotipos aviarios denominados A-F e dois 
sorotipos isolados de mamiferos denominados M56 e WC. Os 
sorotipos sao relativamente hospedeiro-especificos, e todos 
podem ser transmitidos para os humanos e causar doen^a 
grave e obito. 

As clamidofilas associadas a outros animais como felideos, 
marsupials, ruminantes e roedores, antigamente, eram con- 
fundidas e associadas a Cp. psittaci, mas estudos morfologicos 
e geneticos possibilitaram a transference desses agentes para 
suas atuais especies, sendo classihcados como Cp. abortus, Cp. 
felis, Cp. pecorum e Cp. caviae. 

A Cp. abortus e endemica em ruminantes e coloniza efi- 
cientemente a placenta. Esta associada a casos de aborto e 
infectes em neonatos de ovelhas e bezerros. Alguns trabalhos 
relatam infectes em mulheres gravidas que tiveram aborto 
espontaneo apos a exposi^ao a esses animais infectados. 

A Cp. caviae tern como sitio natural de infec^ao a conjuntiva 
e o trato genital do porco-da-india e de hamsters. Apresenta 
cinco sorotipos virtualmente identicos, tendo a cepa Gllc 
como a prevalente em todos eles e de maior antigenicidade 
e imunogenicidade. Pode ser encontrada em ratos e coelhos, 
mas nao ha relatos de infectes em humanos. 

O gato domestico e o maior reservatorio de Cp. felis, que 
provoca, nesta especie animal, quadros de conjuntivite, rinite 
e problemas respiratorios. Pode causar tambem altera^oes no 
trato gastrintestinal e trato reprodutor de outros felideos sel- 
vagens. Infectes em humanos nao foram relatadas. 

A Cp. pecorum ocorre em bovinos e ovinos, e resistente a 
sulfadiazepina, apresenta formas densas e ovaladas em culturas 
de celulas, com CE e CR morfologicamente semelhantes aos de 
Cp. psittaci. Provoca alterates importantes no sistema nervoso 
central, respiratorio e digestivo de bovinos; ha estudos que mos- 
tram a possibilidade de esta especie tambem infectar o homem. 

- Patogenia 

As celulas da mucosa epitelial, especialmente dos tecidos 
ocular, trato respiratorio e urogenital, sao os principals alvos 
durante uma infecto clamidial. A entrada do microrganismo 
ou de seus componentes imunopatogenicos ocorre via dife- 
rentes receptores encontrados na superficie da celula do hos¬ 
pedeiro que desempenham importante papel como receptores 
de reconhecimento padrao (PRR - pattern recognition recep¬ 
tors) para Chlamydia. Os PRR incluem o receptor de manose 
para as proteinas glicosiladas como as MOMP, o receptor de 
Fc de imunoglobulina para as clamidias recobertas com anti- 
corpos especificos, proteoglicanos de sulfato de heparana e os 
receptores toll-like (TLR) expressos em macrofagos, monoci- 
tos e celulas dendriticas que representam sitios importantes da 
intera^ao patogeno-hospedeiro. 

Durante a transi<;ao de CE para CR, antes da sintese da 
MOMP, duas chaperonas sao sintetizadas: a cHSP60 e a 
cHSP70. Diferentemente do LPS, que e liber ado da inclusao 
para a superficie da celula infectada, as cHSP60 e cHSP70 
permanecem no interior da inclusao durante o curso de ciclo 
de desenvolvimento. Tern sido demonstrado que a cHSP60 
induz intensa inflama^ao mononuclear por meio do TLR4 e 
da molecula CD14 expressa em monocitos e macrofagos. A 
cHSP60 provocaria uma resposta de hipersensibilidade tardia 
que levaria ao processo de fibrose apos a infecto clamidial. 
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Os componentes clamidiais como LPS e cHSP60 parecem 
ser reconhecidos pelo TLR4, ja os microrganismos intactos 
estimulam as celulas da resposta inata via TLR 2 . Enquanto 
o papel individual dos diferentes TLR como o TLR2, TLR4 e 
TLR9 na infecqao clamidial esta sendo delineado, estudos tem 
demonstrado o essencial papel da molecula intracelular adap- 
tadora dos TLR como a MyD 88 na gera^ao da resposta imune 
na infec 9 ao por Chlamydia. 

Os sorotipos ocular e genital da C. trachomatis exibem dife- 
rente organotropismo. O tropismo tecido-especifico esta cor- 
relacionado com a present a ou ausencia de uma enzima fun- 
cional triptofano sintase e um domlnio inativador de GTPase 
presente no gene da toxina clamidial. Esses genes podem ser 
os fatores primarios responsaveis pelo organotropismo da 
doenqa clamidial. 

A infec^ao cronica de celulas da mucosa genital por C. tra¬ 
chomatis pode ascender para o utero e infectar celulas trofo¬ 
blasticas, o que poderia comprometer suas fun^oes. Durante a 
infec^ao de uma linhagem de celulas trofoblasticas humanas, 
C. trachomatis sorotipo D aumenta a libera^ao de cHSP60, 
induz alteraqao na biossintese de colesterol (o precursor dos 
hormonios esteroides) e diminui a biossintese de estrogeno, 
progesterona e gonadotrofina corionica humana (HCG). 
Essas altera^oes hormonais comprometem significativamente 
a relaqao materno-fetal e podem estar envolvidas na indu^ao 
do aborto pela clamidia. O declinio de HCG poderia ocorrer 
pela competi^ao entre as celulas trofoblasticas e a C. trachoma¬ 
tis na utiliza^ao da cisteina para a sintese de HCG e MOMP, 
respectivamente, uma vez que as duas moleculas apresentam 
um grande numero de unidades de cisteina na sua estrutura 
proteica. 

C. pneumoniae infecta celulas da mucosa oral e nasal, 
podendo disseminar-se do local de infec^ao initial e atingir 
outros tecidos, sendo que os agentes da dissemina^ao pare¬ 
cem ser os monocitos e macrofagos. Na infec^ao do trato 
respiratorio, as celulas epiteliais sao as primeiras que entram 
em contato com C. pneumoniae. Alem das celulas epiteliais, 
monocitos, macrofagos, celulas do musculo liso, celulas endo- 
teliais e diferentes linhagens celulares, como celulas HEp-2, 
HeLa-299 e BEAS- 2 B, tem demonstrado suscetibilidade para 
a infec^ao por C. pneumoniae. O microrganismo resiste e se 
replica dentro destas celulas e induz uma importante ativa^ao 
da resposta pro-inflamatoria, com a libera^ao de citocinas e 
aumento da expressao de moleculas de adesao. Um complexo 
ciclo de crescimento clamidial e iniciado apos o CE infeccioso 
ligar-se a uma celula-alvo suscetivel, promovendo a entrada na 
vesicula fagocitica derivada da celula do hospedeiro. A mole¬ 
cula de glicosamina semelhante ao sulfato de heparana (GAG) 
atua como um possivel receptor, mediando o ataque initial de 
C. pneumoniae. 

Estudos tem sugerido que, na rea^ao inflamatoria aguda, as 
proprias celulas epiteliais do trato respiratorio desempenham 
um importante papel ativo com a libera^ao de mediadores pro 
e anti-inflamatorios. A infecqao de celulas epiteliais bronqui- 
cas pela C. pneumoniae desencadeia uma cascata de sinaliza- 
9&0 pro-inflamatoria que envolve a ativaqao do fator nuclear 
de transcriqao NF-kB via p38 MAPK, resultando na libera^ao 
de GM-CSF pelas celulas infectadas. Outros mediadores libe- 
rados sao interleucina 6 (IL- 6 ), IL- 8 , fator de necrose tumoral 
alfa (TNF-a), oxido nitrico e o metabolito oxidativo do acido 
araquidonico, acido 15-hidroxieicosatetraenoico (15-HETE). 
Estudos demonstraram que a expressao de GM-CSF pelas 
celulas epiteliais bronquicas foi dependente de fatores termo- 
labeis expressos pela C. pneumoniae, tais como as MOMP ou 


a cHSP60, e que patogenos mortos ou aquecidos foram menos 
efetivos na liberaqao da citocina. 

A associaqao entre C. pneumoniae e atero sclerose foi evi- 
denciada pela demonstra^ao do microrganismo em amostras 
de biopsias de lesoes atero scleroticas pelos metodos de cultura, 
amplificaqao do acido nucleico por rea^ao em cadeia da poli- 
merase (PCR - polymerase chain reaction), Colorado imuno- 
histoquimica, microscopia eletronica e hibridiza^ao in situ. 
Na lesao atero sclerotica, os microrganismos tem sido detec- 
tados nas celulas endoteliais, nas celulas espumosas derivadas 
de macrofagos e nas celulas do musculo liso, uma caracteris- 
tica da forma^ao da lesao initial. Acredita-se que seu papel 
na patogenese da aterosclerose seja resultado de uma resposta 
inflamatoria contra a infec^ao clamidial cronica. 

Estudos in vivo em modelos animais e in vitro, em cultura 
de tecidos, demonstraram que C. pneumoniae dissemina via 
monocitos e macrofagos infectados e que macrofagos podem 
transmitir a infec^ao diretamente para as celulas endoteliais. A 
infecqao de macrofagos por C. pneumoniae e um fator crucial 
para dissemina^ao e estabelecimento da infec^ao persistente 
na placa de ateroma e para a exacerba^ao da progressao da 
lesao aterosclerotica. 

Inumeros estudos foram realizados para identificar os 
mecanismos pelos quais a C. pneumoniae pode alterar as 
propriedades hemodinimicas da parede vascular. A C. pneu¬ 
moniae tem a membrana externa rica em fosfolipidios, o que 
pode induzir a oxida^ao da membrana celular do hospedeiro, 
quando lesada. O processo inflamatorio desencadeado pela 
infecqao clamidial resultaria em debris de membranas celula¬ 
res da bacteria e das celulas do hospedeiro, com acumulo de 
lipoproteinas oxidadas. 

Experimentos in vitro identificaram que o LPS 6 o com- 
ponente da C. pneumoniae que induz a formaqao de celulas 
espumosas em macrofagos expostos a lipoproteina de baixa 
densidade (LDL) oxidada. A cHSP60 seria o componente que 
promove a oxida^ao da LDL a sua forma pro-aterogenica e que 
estimula a sintese de metaloproteinases (MMP) pelos macro¬ 
fagos, causando danos nos componentes da matriz extracelu- 
lar, enfraquecimento das placas ateroscleroticas, tornando-as 
mais suscetiveis a ruptura. A aterosclerose e um processo mul- 
tifatorial; a infecqao por C. pneumoniae seria um cofator de 
risco juntamente com hiperlipidemia, e os efeitos aterogenicos 
da infec^ao seriam dependentes da presen^a de hiperlipide¬ 
mia. 

A infecqao de monocitos e macrofagos por C. pneumoniae 
desencadeia a secreqao de citocinas pro-inflamatorias, tais 
como TNF-a e a produ^ao do fator tecidual, uma potente 
molecula pro-trombotica que desempenha um papel na for- 
ma^ao do trombo apos a ruptura da placa de ateroma. Alem 
das citocinas produzidas pelas celulas do sistema fagocitario 
monocitico, as celulas endoteliais infectadas por C. pneumo¬ 
niae induzem o aumento da expressao de, aproximadamente, 
20 genes apos 2 h de infec^ao; dentre eles, genes que codificam 
moleculas com atividades pro-inflamatorias e pro-coagulantes 
que sao consistentes com o processo de aterosclerose como 
IL- 1 , proteina quimiotatica de monocitos 1 (MCP- 1 ), IL- 8 , 
fatores de crescimento celular, fator de crescimento derivado 
de plaquetas, quinases intracelulares, receptores de superficie 
com sinal de transdu^ao e moleculas envolvidas com a adesao 
de leucocitos e a diapedese. 

A Cp. psittaci forma a inclusao clamidial dentro da celula 
do epitelio pulmonar onde CE infectantes sao liberados para 
outras celulas do hospedeiro, geralmente apos causar a morte 
da celula infectada. Ocorre dissemina^ao hematogenica, o 
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que resulta em uma resposta inflamatoria predominante- 
mente linfocitica nos espapos alveolares e intersticiais. Nesses 
locais, ocorre edema, infiltrado de macrofagos, espessamento 
da parede alveolar, necrose e, ocasionalmente, hemorragia. 
Tampoes mucosos se desenvolvem nos bronqulolos, provo- 
cando cianose e anoxia. A partir do trato respiratorio, ocorre 
a disseminapao do microrganismo para as celulas do sistema 
fagocitico mononuclear do ftgado e bapo, provocando necrose 
focal. O corapao e o trato gastrintestinal tambem podem ser 
afetados. 

O periodo de incubapao e de 5 a 14 dias, e as infecpoes 
humanas podem variar de assintomaticas ou leves a casos 
fatais em pacientes nao tratados. Geralmente, a infecpao se 
inicia com sintomas semelhantes aos da gripe, com febre alta, 
baixa pulsapao, calafrios, cefaleia, mialgia, tosse nao produtiva 
e dificuldade respiratoria; posteriormente, pode evoluir para 
um quadro de pneumonia grave. Outros sintomas descritos 
sao rash inespecifico e problemas gastrintestinais, como nau¬ 
seas, vomitos, dor abdominal e diarreia. Raramente, ocorrem 
complicapoes sistemicas como miocardite, endocardite, hepa- 
tomegalia e esplenomegalia. O sistema nervoso central pode 
ser afetado por manifestapoes clinicas leves, como cefaleia, e 
graves, como encefalite, convulsoes, coma e morte, nos casos 
nao tratados. Outras manifestapoes clinicas tern sido associa- 
das a infecpao por C. psittaci , tais como aborto e artrite. Em 
gestantes, a Cp. psittaci pode causar pneumonia atipica, hepa¬ 
tite, insuficiencia renal, sepse, parto prematuro e morte fetal. 

- Resposta imune inata e adaptativa e 
mecanismos de evasao 

Apos a infecpao por clamidias e clamidofilas, as celulas epi- 
teliais produzem uma variedade de mediadores proinflamato- 
rios tanto pela infecpao direta das celulas epiteliais das super¬ 
ficies mucosas do organismo como pela interapao com celulas 
do sistema imune. Entre os mediadores produzidos incluem 
os ligantes de quimiocinas CXC (CXCL 1 , CXCL 8 ou IL- 8 , 
CXCL 10 e CXCL16), GM-CSF, IL-la, IL -6 e TNF-a. Celulas 
epiteliais infectadas tambem aumentam a expressao do ligante 
5 de quimiocinas CC (CCL5) e das citocinas que promovem 
a produpao de interferona gama (IFN- 7 ) e IL- 12 . Fibroblastos 
infectados secretam IFN-a, IFN-(3 e oxido nitrico, enquanto 
macrofagos produzem TNF-a, IL -6 e IL-12. Muitos desses 
mediadores tern o papel de polarizar a resposta imune contra 
as clamidias e clamidofilas em direpao a uma resposta pro- 
tetora tipo Thl. Todos esses mediadores desencadeiam uma 
resposta inflamatoria e promovem o recrutamento de celulas 
imunes ao local da infecpao, contribuindo para o desenvolvi- 
mento das respostas inata e adaptativa. As citocinas TNF-a, 
IL-la, IL -6 e IL- 10 , no entanto, podem estar envolvidas nos 
processos patologicos associados a infecpao por esses micror- 
ganismos. 

Estudos desenvolvidos em modelos de infecpao em muri- 
nos e nao primatas, assim como em populapoes de pacientes 
infectados, apontam os linfocitos T CD 4 + como os principals 
mediadores da imunidade na identificapao e resolupao da 
infecpao clamidial. As celulas T CD 8 + apresentam um papel 
limitado na infecpao por clamidias e clamidofilas. Em algumas 
situapoes, as celulas T CD 8 + podem ser importantes para a 
eliminapao das celulas infectadas por clamidias por um meca- 
nismo que envolve a produpao de IFN- 7 . 

IFN -7 e um fator imunorregulatorio critico na aquisipao 
e resolupao da infecpao clamidial, acelerando o desenvolvi- 


mento da clamidia na celula epitelial. A diminuipao da IL-2 
acompanhada pelo aumento da produpao de IL -12 apos a 
infecpao genital pode comprometer a secrepao de IFN -7 pelas 
celulas Thl e, portanto, prejudicar a resposta imune mediada 
por celulas na mucosa genital, como ja relatado na cervicite 
clamidial. A diminuipao da resposta local de celulas T e pro¬ 
dupao de IFN -7 poderia promover a infecpao latente por G 
trachomatis e a inflamapao. IFN -7 exerce seu efeito inibidor do 
crescimento clamidial por varios mecanismos. Em celulas epi¬ 
teliais humanas, IFN -7 induz a sintese da enzima indoleamina 
2,3-dioxigenase (IDO) que degrada o triptofano intracelular, 
inibindo o crescimento de clamidias pela deplepao do pool de 
triptofano. Outros efeito s inibitorios incluem diminuipao da 
expressao de receptor da transferrina com diminuipao do ferro 
livre, aumento da expressao da enzima oxido nitrico sintase 
induzivel (iNOS) para a sintese de oxido nitrico, aumento da 
expressao de moleculas de adesao e de moleculas MHC classe 
II na superficie das celulas epiteliais, indupao da secrepao de 
citocinas e regulapao das atividades de celulas T. Elevada con- 
centrapao de IFN -7 bloqueia o crescimento clamidial in vitro, 
enquanto baixa concentrapao pode induzir o desenvolvimento 
de CR nao infectantes aberrantes. In vitro, estes CR aberran- 
tes persistem na celula do hospedeiro por longo intervalo 
de tempo e reativam em organismos viaveis apos a remopao de 
IFN- 7 . 

A resposta imune contra a G trachomatis e muito com- 
plexa; ao mesmo tempo que ocorrem clareamento da infecpao 
e protepao de curta durapao, o hospedeiro e sensibilizado para 
o desenvolvimento de alterapoes imunopatologicas. Algumas 
evidencias in vitro e in vivo indicam que a resposta imune cons- 
titui um importante componente na patogenia do processo 
lesivo produzido pelas clamidias. Em mulheres, a infecpao cla¬ 
midial e geralmente assintomatica, e reinfecpoes subsequentes 
levam a uma resposta inflamatoria com sequelas patologicas. 
Ha evidencias que apontam o antigeno MOMP como o res- 
ponsavel pela estimulapao da inflamapao mediada pela res¬ 
posta imune. A proliferapao de linfocitos frente aos antigenos 
clamidiais, incluindo MOMP e cHSP60, esta aumentada em 
individuos que espontaneamente resolvem a infecpao quando 
comparados com aqueles com infecpao persistente. 

A deprivapao de ferro e um mecanismo de defesa contra 
infecpao clamidial e um modelo utilizado para o estudo in 
vitro da persistencia da infecpao. A exposipao de celulas do 
epitelio endometrial infectadas com G trachomatis sorotipo 
E a um composto quelante de ferro inibiu a infectividade e 
causou significativa alterapao morfologica nas clamidias. A 
adipao de transferrina saturada de ferro levou a recuperapao 
da infectividade e ao desenvolvimento produtivo da C. tracho¬ 
matis. Estes dados suportam a hipotese de que niveis flutuan- 
tes de ferro, por exemplo, sob influencia do estradiol no tecido 
endometrial, podem contribuir para 0 resultado da infecpao 
clamidial in vivo. 

Em razao das caracteristicas genotipicas, os sorotipos 
oculotropicos sao muito mais sensiveis a IFN -7 do que os 
genitotropicos, sugerindo que o gene trpBA (biossintese do 
triptofano) possa desempenhar um papel na diferenpa de sen- 
sibilidade a IFN- 7 . Com excepao do sorotipo B, o qual nao 
contem o operon trpBA, cepas de C. trachomatis oculotropi- 
cas (A-C e Ba) apresentam a mutapao especifica no gene do 
triptofano sintase. C. trachomatis oculotropica (sorotipo A/ 
HAR-13) apresenta um gene tyrP (transporte do triptofano) 
intacto e um gene trpBA (biossintese do triptofano) nao fun- 
cional, o que resulta na ausencia de expressao da enzima fun- 
cional triptofano sintase. Ja a C. trachomatis genitotropica 
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(D-K e L 1 -L 3 ) contem duas copias intactas do gene tyrP e o 
gene trpRBA funcionante, o que resulta na expressao de uma 
enzima funcional triptofano sintase. 

A sfntese de uma enzima funcional triptofano sintase esta 
tambem estritamente associada a habilidade de cepas genitais 
serem recuperadas com indol exogeno. A habilidade de sin- 
tetizar triptofano a partir de indol pode ser um importante 
mecanismo que torna possivel as cepas genitais escaparem 
da atividade da IDO induzida por IFN- 7 . Como as celulas 
humanas e as clamidias nao sintetizam indol, a fonte mais 
provavel para este componente parece ser proveniente da 
flora do trato genital feminino. Os lactobacilos, microrganis- 
mos predominantes na flora vaginal, nao produzem indol; no 
entanto, outros microrganismos da flora, incluindo especies de 
Peptostreptococcus, Fusobacterium, Bacterioides e Escherichia 
coli, produzem indol. De modo interessante, estes microrga¬ 
nismos produtores de indol estao aumentados na mulher com 
vaginose bacteriana e poderiam ser a fonte exogena de indol 
para o crescimento clamidial. A coinfec^ao com C. trachoma¬ 
tis durante a vaginose e comum e aumenta significativamente a 
incidencia de complica^oes secundarias da infec^ao clamidial, 
incluindo a doen 9 a inflamatoria pelvica. A evolu^ao das cepas 
genitais para a utiliza^ao de indol na sintese do triptofano 
representa uma estrategia de evasao da resposta imune, uma 
vez que estes sorotipos apresentam maior probabilidade de 
sobreviverem in vivo sob a pressao de IFN- 7 , sendo a enzima 
triptofano sintase um importante fator de virulencia para as 
cepas genitais, mas nao para as cepas oculares. 

Nos casos de infec^ao clamidial ocular, celulas da mucosa da 
conjuntiva de pacientes com tracoma apresentaram aumento 
da expressao dos genes IL-10 e FOXP3 na mucosa da conjun¬ 
tiva, e a eleva^ao dos niveis sericos de IL -10 tem sido associada 
ao processo de cicatriza^ao e cegueira. O aumento de celulas 
Treg FOXP3 + no local da infec^ao clamidial com a excessiva 
secre^ao de IL -10 pode levar a elimina^ao incompleta da cla- 
midia ou ao desenvolvimento de um estado de anergia que 
resulta no desenvolvimento das complicates das infec 9 oes 
clamidiais que ocorrem no trato geniturinario ou ocular. 

Apos a elimina 9 ao da C. trachomatis , a reten 9 ao de linfo- 
citos T (LT) na mucosa leva a uma resposta de memoria local, 
que, na presen 9 a do antigeno, produzira resposta secundaria e 
diminui 9 ao da dura 9 ao da infec 9 ao subsequente. 

Os individuos infectados com C. trachomatis desenvolvem 
uma resposta imune humoral, que e, provavelmente, pouco 
eficaz na defesa contra este microrganismo em seu habitat 
intracelular. Apos a infec 9 ao inicial com um sorotipo, a maio 
ria das reinfec 9 oes e causada por um sorotipo diferente, suge- 
rindo que a imunidade a C. trachomatis e sorotipo-especifica. 
Isso e particularmente aparente para a resposta de anticorpos, 
que, predominantemente, tem como alvo as MOMP, e sao, 
portanto, sorotipo-especificos. Os anticorpos das classes IgG 
e IgA especificos contra MOMP sao os mais frequentemente 
encontrados no soro de mulheres e homens com uretrite e de 
mulheres com cervicite. A eleva 9 ao nos niveis de anticorpos 
sericos contra MOMP da C. trachomatis, geralmente, tem sido 
observada em mulheres com infec 9 oes complicadas do trato 
genital, como a doen 9 a inflamatoria pelvica. 

A cHSP60 induz a produ 9 ao de altos titulos de anticorpos 
que se correlacionam com a gravidade das sequelas da infec- 
9 S 0 pela C. trachomatis tanto na mucosa ocular como no trato 
genital. Sao encontrados titulos elevados de anticorpos con¬ 
tra a cHSP60 em pacientes com tracoma e em mulheres com 
fibrose tubaria apos doen 9 a inflamatoria pelvica. IFN -7 inter¬ 
fere no ciclo de desenvolvimento clamidial e leva a infec 9 ao 


persistente com libera 9 ao continua de cHSP60. No entanto, 
nao esta claro se a resposta imune contra cHSP60, por si so, 
seria a causa das lesoes imunopatologicas ou se os anticorpos 
anticHSP60 seriam somente marcadores de maior gravidade 
ou de infec 9 ao prolongada. 

A IgA encontrada no trato genital e produzida localmente 
pelas celulas plasmaticas e tambem transportada a partir do 
plasma circulante. Diferentemente de outros locais de muco¬ 
sas, e encontrada uma propor 9 ao igual de IgAl e IgA2 nas 
secre 9 oes da mucosa do trato genital, sendo a IgA 2 mais fun- 
cionalmente ativa por ser resistente as proteases de IgA secre- 
tadas por patogenos do trato genital. 

A importancia dos anticorpos na imunidade contra C. 
trachomatis foi indicada por estudos epidemiologicos que 
demonstraram correla 9 ao inversa entre a quantidade de IgA 
na secre 9 ao cervical e a quantidade de C. trachomatis recupe- 
rada da cervice de mulheres infectadas. 

A fun 9 ao mais importante dos anticorpos e o aumento 
da resposta imune mediada pelos LThl durante a reinfec 9 ao 
dependente dos receptores Fc expressos nas APC. A fagoci- 
tose de imunocomplexos mediada pelo receptor Fc resulta 
no aumento da apresenta 9 ao de antigeno s para as celulas T. 
A presen 9 a de anticorpos anti-MOMP aumenta a ativa 9 ao 
de LThl pelas APC que expressam receptor Fc, o que resulta 
no aumento da produ 9 ao de IFN -7 pelos LThl ativados. 
Anticorpos contra a IgG 2 a bloqueiam o aumento da ativa 9 ao 
de LThl, o que demonstra que esta classe de imunoglobulina 
desempenha um papel importante na resposta imune frente as 
clamidias. Na presen 9 a de anticorpos antidamidia IgG 2 a, os 
CE clamidiais sao opsonizados pelas celulas dendriticas que 
contem o receptor para Fc. Apos a migra 9 ao para o linfonodo 
regional, ocorrem rapidas prolifera 9 ao e ativa 9 ao de celulas 
LThl. Entretanto, grande parte da estrategia de sobrevida 
intracelular da C. trachomatis envolve a forma 9 ao da inclusao 
clamidial, que propicia um local protegido que limita a a 9 ao 
dos anticorpos e dentro da qual elas de replicam. Outro meca¬ 
nismo que aumenta a sobrevida da clamidia na celula do hos- 
pedeiro e a inibi 9 ao da libera 9 ao da citocromo c mitocondrial 
necessaria para a apoptose das celulas infectadas mediada pela 
caspase-9. C. trachomatis escapa do reconhecimento imuno- 
logico pela inibi 9 ao da expressao das moleculas do complexo 
maior de histocompatibilidade (MFIC) na superficie das celu¬ 
las infectadas. A libera 9 ao de uma proteina clamidial deno- 
minada Chlamydia protease/proteasome-like activity factor 
(CPAF) no citoplasma da celula do hospedeiro com atividade 
proteolitica promove a degrada 9 ao dos fatores de transcri 9 ao 
das moleculas MHC na celula infectada. 

A resposta imune contra C. pneumoniae desenvolve-se em 
dois estagios: ( 1 ) uma resposta inicial que requer a produ 9 ao 
de IFN -7 para limitar o crescimento da bacteria intracelular e 
que desempenha um papel central no controle inato da infec- 
9 ao; ( 2 ) uma resposta imune adaptativa posterior que envolve 
linfocitos T CD4+ e T CD 8 + na elimina 9 ao da bacteria e pro- 
te 9 ao. Embora a resposta imune primaria seja desenvolvida 
para eliminar a infec 9 &o primaria do hospedeiro e proteger 
contra a reinfec 9 ao com o mesmo patogeno, a lesao tecidual 
tambem ocorre, e a infec 9 ao clamidial geralmente e recorrente 
ou persistente, podendo causar graves consequencias. 

A C. pneumoniae, apos ser internalizada pelos macrofa- 
gos e outras celulas fagocitarias, onde sobrevivem e repli¬ 
cam, induz a produ 9 ao de IFN -7 em celulas NK, LT CD4+ 
e LT CD 8 +. Nos macrofagos, IFN -7 age em sinergismo com 
os produtos bacterianos para ativa 9 ao de varios mecanismos 
microbicidas, como a expressao da iNOS, que leva a produ 9 ao 
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de oxido nftrico que, por sua vez, inibe o crescimento clami- 
dial. Moleculas derivadas da C. pneumoniae sao detectadas 
por varios PRR, especialmente TLR 2 e TLR4. TLR4 reconhece 
componentes clamidiais como o LPS e a cHSP60, e o micror- 
ganismo intacto estimula as respostas mediadas por TLR 2 e 
TLR4. A sinaliza^ao mediada pelo TLR desencadeada pelas 
moleculas derivadas da C. pneumoniae induz o desenvolvi- 
mento de uma resposta imune inata inflamatoria, e a sinaliza- 
9&0 TLR/MyD 88 desempenha urn papel importante na defesa 
contra a infec^ao por C. pneumoniae. 

Quanto aos genes envolvidos no metabolismo do triptofano, 
C. pneumoniae contem de um a tres genes tyrP (transporte 
do triptofano) intacto s, mas nao apresenta o operon trpBA 
(biossintese do triptofano) no seu genoma, o que resulta na 
ausencia de expressao da enzima funcional triptofano sintase. 
No entanto, este microrganismo pode ter uma estrategia alter- 
nativa para driblar os efeitos da atividade da IDO, expressa 
em resposta a IFN-y. Estudos demonstraram que cepas res- 
piratorias de C. pneumoniae apresentam multiplas copias do 
gene tyrP, que codifica a enzima permease tirosina-triptofano, 
enquanto cepas vasculares codificam somente uma copia. 
Uma vez que a presen^a de copias extras de tyrP estao corre- 
lacionadas a aumento dos nfveis de mRNA e maior capta^ao 
do substrata tirosina pelas cepas respiratorias, formulou-se a 
hipotese de que uma capacidade reduzida para o transporte 
de aminoacidos poderia contribuir para maior tendencia das 
cepas vasculares tornarem-se persistentes in vivo. 

Quanto aos genes envolvidos no metabolismo do tripto¬ 
fano, Cp. psittaci cepa GPIC contem um gene tyrP (transporte 
do triptofano) intacto e o gene trpRDCFBA (biossintese do 
triptofano), o que resulta na expressao da enzima funcional 
triptofano sintase. 

► Metodos laboratoriais de diagnostico 

Como os generos clamidia e clamidofila apresentam uma 
diversidade de especies e sorotipos, ocorre um numero sig¬ 
nificative de diferentes sinais e sintomas clinicos, fazendo 
com que varios metodos laboratoriais sejam acionados para 
identifica-los e tentar definir o tipo e gravidade da infec^ao 
no individuo. 

Atualmente, o diagnostico laboratoriai de infec^oes por 
clamidias e clamidofilas inclui uma gama variada de metodos, 
que apresentam vantagens e desvantagens quanto a sensibili- 
dade e especificidade, com reflexes na taxa de probabilidade 
de excluir ou confirmar a doen^a. 

Metodos diretos e indiretos sao utilizados, com varios pro- 
tocolos em nivel internacional que definem o tipo de material 
biologico para cada analito a ser determinado. Varios manuals 
determinant o tipo de amostra, o volume minimo, a estabili- 
dade do agente, o melhor meio de armazenamento e o trans¬ 
porte. A defini^ao de padroes operacionais e padrao de col eta 
deve contar com todas as informa^oes necessarias para que 
este processo pre-analitico seja cumprido dentro das normas 
estabelecidas para um determinado teste. 

Metodos diretos e indiretos, que pesquisam antigenos e 
quantificam anticorpos, respectivamente, compoem o acervo 
diagnostico de clamidias e clamidofilas, e as op^oes encontra- 
das para a pesquisa do antigeno incluem as culturas, as tecni- 
cas citologicas com variados metodos de colora^ao, as rea^oes 
de imunofluorescencia direta e indireta e metodos imunoenzi- 
maticos. Atualmente, a detec^ao do acido nucleico do micro- 


ganismo com o emprego de metodos moleculares que incluem 
amplifica^ao de acidos nucleicos e sondas de DNA sao os mais 
utilizados. 

- Identifica^ao direta 
Culturas 

As Chlamydiaceae podem ser isoladas em culturas de teci- 
dos com a utiliza^ao de celulas de linhagem McCoy, Hela 22a, 
HEp 2 , BGMK e outras que conferem alta especificidade ao 
teste, sendo considerado o padrao de referenda para o diag¬ 
nostico das diferentes especies. 

O procedimento de cultivo e realizado em 3 dias de incuba- 
^ao, apos os quais as inclusoes citoplasmaticas desenvolvidas 
no interior das monocamadas celulares poderao ser coradas 
por iodo, Giemsa ou ainda por anticorpos monoclonais conju- 
gados a substancias fluorescentes, especificos contra a MOMP 
ou outra estrutura clamidial. 

A cultura £ o unico metodo com base na detec^ao do 
microrganismo vivo. Portanto, para o sucesso da investiga^ao, 
deverao ser observados alguns fatores pre-analiticos como o 
tempo entre a coleta do material e o processamento do espe- 
cime no laboratario. Se o material for processado em poucas 
horas, o mesmo podera ser mantido a temperatura de 4 a 8 °C. 
Se for processado em ate 24 h> devera ser mantido em meio de 
transporte especifico e em ambiente refrigerado. Entretanto, 
se o material biologico for semeado apos 24 h, e indicado 
estoca-lo a -70°C no meio de manuten^ao apropriado. O swab 
de coleta podera interferir no desenvolvimento e crescimento 
do agente etiologico; o swab produzido com alginato de calcio 
podera inibir o crescimento das clamidias, nao sendo reco- 
mendado para este tipo de pesquisa. 

Apesar da alta especificidade do teste de cultura, principal- 
mente para a C. trachomatis , algumas re strides quanto a sua 
utiliza^ao sao levantadas. O tempo para a obten^ao do resul- 
tado e o fata de detectar apenas bacterias vivas, muitas vezes 
pela viabilidade das mesmas ter sido prejudicada pelas situa¬ 
tes inadequadas de coleta, armazenamento e transporte, com 
diminui^ao da sensibilidade em ate 70%, tern restringido o uso 
de culturas em rotinas laboratoriais. 

And Use citologica 

Celulas epiteliais sao obtidas das conjuntivas, uretra ou cer- 
vice, utilizando-se swabs , espatulas e outros materials de coleta 
adequados. Os esfrega^os sao fixados em lamina de vidro com 
metanol ou acetona, secos ao ar e corados. Como metodos de 
colora^ao mais utilizados, o Giemsa e util no diagnostico nos 
casos de conjuntivite de inclusao de recem-nascidos e casos 
de tracoma, mas e pouco sensfvel e, por isso, desaconselha- 
vel para a avalia^ao de conjuntivite em adultos e in feezes do 
trato urogenital. 

Quando comparado a cultura, a analise citologica e mais 
rapida e conveniente quanto ao transporte e conserva^ao, mas 
e um teste de leitura subjetiva, requer experiencia e sensibili¬ 
dade do profissional e exige tempo maior para a analise de um 
grande numero de amostras. 

Imunofluorescencia direta 

Materials coletados de conjuntiva, uretra, cervice, bem 
como o primeiro jato de urina matinal, sao fixados com meta¬ 
nol, em laminas de vidro, e sao utilizados para a pesquisa direta 
de antigenos clamidiais, que utiliza anticorpos monoclonais 
marcados com fluorocromo contra o epitopo MOMP de C. tra- 
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chomatis, principal agente investigado por este metodo. Torna 
possivel identificar os CE intra e extracelulares com uma sen- 
sibilidade de 85% quando comparado ao padrao de referenda, 
que e a cultura, alem de apresentar uma especificidade de 95% 
gramas ao anticorpo monoclonal utilizado. E um teste rapido, 
que exige micro scopio espedfico de imunofluorescencia, com 
fonte excitadora de no mlnimo 100 watts e experiencia do pro- 
fissional. Apesar da especificidade, rea^oes cruzadas podem 
ocorrer com antigenos LPS encontrados em outras clamidias, 
clamidofilas e outros microrganismos, provocando resultados 
falso-positivos. Quando comparada as tecnicas de amplifica- 
£ao de acidos nucleicos, a sensibilidade da imuno fluores cenci a 
direta e menor, mas a vantagem e que o teste fluorescente e 
mais rapido e mais exequivel economicamente. 

Enzimaimunoensaio direto 

Os testes com base no metodo de enzimaimunoensaio para 
a detec^ao de C. trachomatis utilizam anticorpos monoclonais, 
ligados 4 fase solida, especificos para o antigeno LPS, que sao 
mais soluveis que os relacionados com MOMP. Apesar de este 
teste ser capaz de detectar Cp. pneumoniae e Cp. psittaci, tern 
sido pouco utilizado para a identifica^ao desses agentes. 

Considerando a cultura como teste padrao de referenda, a 
sensibilidade do enzimaimunoensaio, realizado com raspado 
endocervical ou secre^ao ocular, apresenta um in dice de 75% 
de sensibilidade e 90% de especificidade, apesar dos resulta¬ 
dos falso-positivos, que ocorrem em razao de rea^oes com 
a fra^ao homologa de LPS de outros microrganismos, como 
Acinetobacter, Gardnerella, Salmonella, e algumas enterobac- 
terias. Para alcan^ar este grau de especificidade, sao recomen - 
dados testes confirmatorios que empregam anticorpos blo- 
queadores. 

Apesar do baixo custo e da possibilidade de automa^ao, o 
enzimaimunoensaio direto nao e recomendado para analise 
de materials biologicos, como esperma, urina e secedes vul- 
vovaginais. 

Os testes imunoenzimaticos rapidos, denominados point- 
of-care, tern sido utilizados em consultorios medicos, princi- 
palmente para pesquisa em mulheres; no entanto, como usam 
anticorpos apenas contra a fra^ao LPS, apresentam grande 
numero de resultados falso-positivos com outras bacterias 
gram-negativas. O teste nao e recomendado para laboratories 
clinicos, a nao ser como triagem para posterior confirma^ao 
com metodos mais especificos como os que utilizam amplifi- 
ca^ao ou hibridiza^ao de acidos nucleicos. 

- Metodos indiretos 

Quanto a pesquisa e a quantifica^ao de anticorpos especifi¬ 
cos, processo indireto de investiga^ao do patogeno, as classes 
de imunoglobulinas sao utilizadas de maneiras isoladas para 
definir a possivel infec^ao e o estagio de desenvolvimento da 
mesma. Rea^oes de fixa^ao do complemento, microimunofluo- 
rescencia, imunofluorescencia indireta e metodos imunoen¬ 
zimaticos compoem o arsenal de possibilidades diagnosticas 
indiretas. Nesses metodos, definidos como analise sorologica, 
as imunoglobulinas IgG, IgA e IgM sao os componentes prin¬ 
cipals da avalia<;ao. 

Rea0o de fixatfo do complemento 

Teste qualitative ou semiquantitativo com base na identifi- 
ca^ao de anticorpos totals contra os antigenos LPS das clami¬ 
dias e clamidofilas. Aplicado para o diagnostico de LGV, que, 
quando o processo infeccioso esta presente, apresenta valores 


semiquantitativos iguais ou superiores a 1:256. Titulos iguais 
ou inferiores a 1:32 poderao estar associados a rea^oes cruza¬ 
das com outros antigenos ou configurar um processo infec¬ 
cioso agudo. Neste caso, se houver sintomatologia, e indicada 
a coleta de nova amostra no periodo de 10 a 15 dias e a rea- 
liza^ao de nova dosagem. Havendo aumento do titulo igual 
ou superior a 4 vezes o valor inicial, deve ser interpretado 
como infec^ao em desenvolvimento, passivel de protocolo 
de tratamento para infec^ao em estagio inicial. Este mesmo 
procedimento e indicado para diagnostico de Cp. psittaci, mas 
contraindicado para Cp. pneumoniae, bem como para avalia- 
£ao de tracoma, conjuntivite de inclusao e doen^as urogenitais 
provocadas pela C. trachomatis. 

Microimunofluorescenda 

A prova e desenvolvida com a utiliza^ao de CE purificados, 
especies e sorotipos especificos de C. trachomatis, Cp. psittaci e 
Cp. pneumoniae, para a detec^ao de anticorpos especificos IgG 
e IgM, o que auxilia na identifica^ao de infec^oes recentes ou 
passadas. E o teste de escolha para a avalia^ao de pneumonias 
em recem-nascidos, quando os valores de anticorpos IgM sao 
iguais ou superiores a 1:32 para C. trachomatis. Os anticorpos 
IgG sao pouco valorizados neste caso, em razao da passagem 
transplacentaria desta classe de imunoglobulina, mascarando 
o resultado obtido em neonatos. Infec^oes genitais reversiveis 
dos sorotipos D a K de C. trachomatis, que provoca doen^a 
inflamatoria pelvica e salpingites nas mulheres e epididimites 
nos homens, apresentam taxas elevadas de anticorpos IgG, 
superiores a 1:256, indicando processo inflamatorio profundo 
e caracterizando quadros cronicos da doen^a. Nestes casos, 
normalmente as taxas de anticorpos IgM nao sao superiores a 
1:16, nao sendo detectados na sua maioria. 

A microimunofluorescencia pode ser utilizada para avaliar 
possiveis infec^oes pela Cp. psittaci eeo teste de escolha para 
o diagnostico de Cp. pneumoniae. 

Os criterios para definir infec^ao aguda no teste semi¬ 
quantitativo indicam valores iguais a 1:16 de anticorpos IgM 
especificos e titulos iguais ou superiores a 1:512 de anticorpos 
IgG. Quando sao encontrados titulos iguais ou superiores a 
1:256 de IgG sem historico ou sintomas clinicos aparentes de 
doen^a, e com IgM ausentes, deve-se ter cautela na interpre- 
ta^ao do resultado, pois, devido a sensibilidade do teste, anti¬ 
corpos residuais em altos titulos poderao persistir por varios 
anos, sem redu^ao. Titulos isolados de IgG que variam entre 
1:16 e 1:128 sugerem infec^ao passada. A pesquisa de anticor¬ 
pos IgA nao e indicada por microimunofluorescencia como 
marcador diagnostico de infec^ao aguda ou em fase de transi- 
$ao para as Cp. psittaci ou Cp. pneumoniae. 

Imunofluorescencia indireta 

Lam in as contendo celulas infectadas ou nao por CE de C. 
trachomatis, sorotipo L2, possibilitam a pesquisa qualitativa 
ou semiquantitativa de anticorpos IgG, IgA e IgM especificos 
contra a clamidia. Difere de microimunofluorescencia pelo 
antigeno empregado; nesta versao diagnostica apenas sao pes- 
quisados anticorpos contra o genero Chlamydia, nao sendo 
possivel identificar aqueles do genero Chlamydophila com os 
produtos disponiveis no mercado. 

Esta metodologia torna possivel detectar separadamente as 
tres diferentes classes de imunoglobulinas, sendo utilizada a 
dilui^ao de 1:8 do soro a ser testado como triagem para os 
diferentes anticorpos pesquisados. 

Para melhor avalia^ao dos resultados, e importante 
caracterizar as tres diferentes classes de imunoglobulinas, e 
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os valores a serem obtidos irao variar conforme o grau de 
invasividade do antigeno e a resposta imunologica do hos- 
pedeiro. 

Em infec<;6es superficial, normalmente nao sao encon- 
trados anticorpos sericos; entretanto, os titulos de IgA e IgM 
anticlamidia, com valores de dilui^ao entre 1:8 e 1:16, pode- 
rao ocorrer em processo agudo, na ausencia da I gG. Com o 
desenvolvimento da infecqao, muitas vezes assintomatica, as 
taxas de anticorpos IgG e IgA tendem a aumentar e as de IgM 
decaem rapidamente. 

Em mulheres infectadas, titulos de IgG superiores a 1:64 
e de IgA superiores a 1:32 sao sugestivos de processo infla- 
matorio em desenvolvimento, porem estes valores de triagem 
deverao ser confirm ados por testes moleculares. 

No homem, valores superiores a 1:32 de IgG e a 1:16 
de IgA sao indicios de possivel infecqao em curso e, nestes 
casos, em geral a IgM e negativa. Quando a infec^ao e recor- 
rente, as taxas de anticorpos IgG superam valores de 1:512 
e as de IgA alcan^am titulos superiores 1:128, sempre com 
IgM negativo. 

Normalmente, a imunofluorescencia indireta e utilizada 
como teste de triagem e acompanhamento de tratamento, nao 
servindo como teste unico de diagnostico. Rea^oes cruzadas 
acontecem com clamidofilas, como a Cp. pneumoniae, e e indi- 
cada sua realiza^ao em amostras coletadas em periodos diver- 
sos para mais bem avaliar a taxa de anticorpos e para melhor 
defini^ao dos resultados. 

Enzimaimunoensaio 

Metodo que utiliza o principio de reaqao heterogenea e 
emprega diferentes antigenos como MOMP, LPS, cHSP60, 
cHSP70 e omp2, da C. trachomatis e Cp. pneumoniae, alem de 
peptidio pgp3, de reconhecimento especifico. 

Os resultados sao expressos em unidades internacionais 
por mililitro (UI/mf) e os anticorpos pesquisados sao das clas¬ 
ses IgG, IgA e IgM. Os resultados, apesar de quantitativos, tern 
interpretafoes semelhantes as dos encontrados nos testes de 
imunofluorescencia indireta e de micro imunofluorescencia. O 
que diferencia em termos de sensibilidade e especificidade e 
o uso associado de antigenos como o pgp3 e o MOMP, que 
conferem 75% de sensibilidade e 85% de especificidade, prin- 
cipalmente na pesquisa de anticorpos contra C. trachomatis. 
Quando o antigeno omp2 e utilizado em associa^ao a outros 
peptidios, a sensibilidade nao se altera, mas a especificidade e 
maior para a especie Cp. pneumoniae. 

Os testes imunoenzimaticos para clamidias e clamidofi- 
las tern sido questionados pelas suas baixas especificidades 
e sensibilidades, com a ocorrencia de rea^oes cruzadas com 
varios outros microrganismos, sendo utilizados como testes 
de triagem. 

Immunoblot 

Teste de triagem qualitative para a pesquisa de C. tracho¬ 
matis, Cp. pneumoniae e Cp. psittaci que emprega antigenos 
fixados em fitas de nitrocelulose e utiliza a rea^ao imunoenzi- 
matica heterogenea para a pesquisa de anticorpos IgG, IgA e 
IgM especificos. A diferenqa para o enzimaimunoensaio con- 
vencional e que utiliza substratos que, apos a a^ao da enzima 
conjugada ao anticorpo de revela^ao, alteram a cor e precipi- 
tam na fita de nitrocelulose, o que torna possivel sensibilidade 
de 80% e especificidade de 82%. Pode ser utilizado como teste 
de triagem ou confirmatorio para outras reaqoes imunologi- 
cas, como imunofluorescencia indireta, microimunofluores- 
cencia e enzimaimunoensaio. 


* Tecnicas de apllca^ao de acidos nucleicos 

Em virtude de sua alta sensibilidade e especificidade, as 
tecnicas de aplicaifao de acidos nucleicos (TAAN) sao as mais 
indicadas para pesquisa dos microrganismos dos generos 
Chlamydia e Chlamydophila na rotina laboratorial. Essas tec¬ 
nicas tern sido utilizadas para detectar a bacteria em varios 
materiais biologicos, como urina, secre^oes e swabs com ras- 
pados cervicais, endocervicais, uretrais e oculares. Esses pro- 
cedimentos e a variedade de materiais facilitam o estabeleci- 
mento de programa de triagem em individuos assintomaticos, 
bem como pode ser utilizado como confirmatorio de resulta¬ 
dos obtidos por testes diretos ou indiretos, Na maior parte das 
avaliaqoes, os TAAN apresentam uma positividade 20 a 30% 
mais elevada do que a encontrada pelos outros testes diretos. 

Essas tecnicas detectam pequenas quantidades de aci¬ 
dos nucleicos em materiais biologicos diversos a partir da 
amplificaqao do DNA ou RNA ribossomico (rRNA) i 6S do 
microrganismo na amostra biologica. Sao geradas milhares 
de copias de um segmento de DNA, a partir de iniciadores 
(primers ) constituidos de oligonucleotidios complementares a 
uma sequencia de DNA-alvo. Os iniciadores definem a regiao 
de DNA do microrganismo a ser amplificada e tambem a sua 
especificidade. 

Os principals testes comerciais de amplifica^ao aprova- 
dos por institui^oes internacionais tern na reaqao em cadeia 
de polimerase (PCR), na rea^ao em cadeia da ligase (LCR) e 
no ensaio de amplifica^ao mediado por transcri^ao (TMA) 
os seus principals representantes. A PCR e a LCR amplificam 
uma sequencia de nucleotidios do DNA plasmidial que esta 
presente em multiplas cdpias em cada CE das clamidias, e o 
metodo de TMA amplifica um fragmento de rRNA clamidial, 
que tambem esta presente em multiplas copias. Essas tecnicas 
nao necessitam de CE Integra s, pois existe multiplicidade dos 
sitios ativos de amplificaqao, e menos de um CE presente na 
amostra e capaz de produzir resultado positivo. Esses metodos 
podem apresentar resultados inconclusivos se houver proble- 
mas na coleta do material, contaminates e ate inibi<;ao das 
rea^oes de amplifica^ao. 

A tecnica de PCR depende do DNA plasmidial, e e con- 
siderada a mais sensivel em razao da possibilidade de detec¬ 
tar um alvo com 7 a 10 copias de DNA, enquanto aquele que 
amplifica o gene do MOMP tem como alvo apenas uma copia 
de DNA, A especificidade e a sensibilidade da tecnica de PCR 
dependem dos iniciadores ( primers ) utilizados, do tipo de 
material, da prep araqao da amostra, da tecnica de referenda 
e do metodo de deteeqao do produto amplificado, levando-se 
sempre em consideraqao que existem muitos inibidores que 
interferem na reaqao. O recurso para detectar esses inibidores 
na amostra exige a introdu^ao de rea^ao de controle de ampli- 
fica^ao que envolve dilui^ao da amostra e repeti^ao dos testes 
e uma reaqao em duplicata, contaminando propositalmente 
uma das amostras. 

Amostras de rasp ado do canal endocervical, raspado ure- 
tral e urina tem sido utilizadas para a detec^ao de C. trachoma¬ 
tis por PCR. Para a coleta da amostra endocervical, o excesso 
de muco deve ser removido com um swab. Posteriormente, 
deve-se introduzir o swab de coleta no interior do canal endo¬ 
cervical, girar o swab por 3 a 5 segundos e retirar, evitando que 
o swab encoste na parede vaginal. Deve-se colocar o swab no 
respectivo tubo identificado, armazenar sob refrigera^ao, por 
ate 5 dias, 

Para a coleta de urina, deve-se coletar 10 a 50 m^ do mate¬ 
rial biologico do primeiro jato, apos a reten^ao do mesmo nas 
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2 h anteriores a coleta. As amostras devem ser transportadas 
em tubo esteril, sem conservantes, e podem ser encaminha- 
das ao laboratorio a temperatura ambiente e, posteriormente, 
armazenadas a 2 a 4°C ate 4 dias apos a coleta. 

Uma vantagem dos metodos de diagnostico molecular e a 
possibilidade de se utilizarem amostras de urina, que e uma 
alternativa mais aceitavel para pacientes do sexo masculino e 
para as mulheres que nao requerem um exame clinico pelvico. 
Em geral, os metodos de diagnostico molecular realizados 
com amostras endocervicais apresentam maior sensibilidade 
do que em urina em mulheres; entretanto, em homens assin- 
tomaticos, estes metodos sao mais sensiveis quando sao rea¬ 
lizados com amostras de urina do que com swabs uretrais. O 
uso de amostras de urina para o diagnostico da infec^ao em 
homens podera aumentar a aceitabilidade do teste, princi- 
palmente pelos individuos assintomaticos, que sao relutantes 
para a realiza^ao da coleta de swab uretral. 

Um novo alvo para o diagnostico molecular por meio de 
PCR pode discriminar entre os sorovares ocular (A-C) e geni¬ 
tal (U K da C. trachomatis. O sequenciamento genomico 
das cep as ocular e urogenital da C. trachomatis descobriu 
uma diferen^a entre esses dois sorovares, constituida especi- 
ficamente de uma dele^ao de 125 pares de bases no genoma 
da cepa A/AAR-13. A perda do fragmento de 125 pares de 
bases e exclusiva da cepa ocular, confirmando a associa^ao do 
oculotropismo com esta dele^ao. Esta dele^ao, denominada 
CTA0934, pode ser um marcador util na diferencia^ao entre 
os sorovares oculotropico e genitotropico da C. trachomatis. 

Outra vantagem do emprego da tecnica PCR e a possibili¬ 
dade de genotipagem que pode ser feita por sequenciamento 
de nucleotidios direto na amostra, submetida a rea^oes de 
amplifica^ao do gene ompl, diferente da sorotipagem, que e 
realizada a partir de cultura seguida de aplica^ao de painel 
de anticorpos monoclonais. Apos a amplifica^ao por PCR do 
gene ompl que codifica as MOMP encontradas nos isolados 
cervical ou uretral, a diversidade genetica pode ser determi- 
nada por dois metodos: pelo polimorfismo do comprimento 
dos fragmentos de restri^ao (RFLP), que consiste na digestao 
do produto amplificado com enzimas de restri^ao, ou pelo 
sequenciamento de nucleotidios obtidos no fragmento do 
gene ompl, amplificado pela PCR. O RFLP e um procedimento 
mais sensivel e menos laborioso em rela^ao a tecnica de soro¬ 
tipagem convencional. 

A sensibilidade de detec^ao da C. trachomatis pode ser 
aumentada com o uso da nested PCR, que compreende duas 
etapas consecutivas de amplifica^ao. A segunda etapa e reali¬ 
zada com um segundo conjunto de primers internos que tem 
como alvo uma regiao do fragmento amplificado na primeira 
etapa da rea^ao. Seu uso e indicado para amostras muito 
pequenas de DNA. Entretanto, aumenta o risco de um resul- 
tado falso-positivo devido a facilidade de contamina^ao com 
produtos amplificados em rea^oes anteriores. 

A amplifica^ao e a detec^ao do DNA da C. trachomatis em 
amostras humanas tambem podem ser realizadas pela PCR 
em tempo real, um metodo que vem ganhando espa^o nos 
laboratories de pesquisa e de diagnostico clinico por possi- 
bilitar o monitoramento da rea^ao de PCR enquanto os ciclos 
sao repetidos, com possibilidade de se detectar o produto da 
amplifica^ao a medida que ele esta sendo formado. Entretanto, 
o seu custo e mais elevado. 

Outro metodo utilizado com indice menor de contamina¬ 
te e a tecnica de amplifica^ao baseada no sequenciamento de 
acidos nucleicos (NASBA), isotermico, que detecta rRNA 16S 
da C. trachomatis. 


No TMA, as moleculas de rRNA clamidial-alvo de ampli- 
fica^ao sao liberadas no meio de transporte, isoladas por cap- 
tura e separadas por particulas magneticas. Os produto s de 
amplifica^ao do rRNA sao detectados por hibridiza^ao com 
sondas de DNA de fita simples quimioluminescentes. O teste 
pode ser realizado em 8 he apresentapouco risco de conta- 
mina^ao. 

As principais diferen^as entre os metodos disponiveis 
comercialmente encontram-se no esquema de amplifica^ao, 
no tipo e na quantidade de enzimas utilizadas na rea<;ao e se 
ha necessidade de ciclos termicos na sua realiza^ao. 

Um vasto numero de protocolos com base na amplifica^ao 
do acido nucleico, bem como a utiliza^ao de diferentes alvos 
para amplifica^ao (fragmento PstI, os genes ompA, omcB , 
Pmp4 e o rRNA 16S) e metodos de detec^ao tem sido utili- 
zados para a pesquisa direta de Cp. pneumoniae. No entanto, 
a tecnica PCR nas suas diversas versoes, em razao da falta de 
uma melhor padroniza^ao e validate, tem gerado resulta- 
dos controversos e inconclusivos. A grande variabilidade dos 
resultados descritos na literatura deve-se, tambem, ao uso de 
diferentes amostras biologicas para a detec^ao da C. pneumo¬ 
niae, tais como escarro, swab ou lavado nasofaringeo ou oro- 
faringeo, lavado broncoalveolar ou liquido pleural. O uso de 
brometo de cetilatrimetilamonia (CTAB) em seguida a diges¬ 
tao com proteinase K no procedimento de extrat® de DNA 
de lavado broncoalveolar reduz significativamente a presen^a 
de inibidores da amplificato per PCR e a incidencia de resul¬ 
tados falso-negativos para a detecto de Cp. pneumoniae e Cp. 
psittaci. 

Em relate a Cp. psittaci, a identifica^ao e possivel com a 
amplificato por PCR do gene ompA e posterior analise do 
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restri^ao 
(RFLP), quando diferentes genotipos sao definidos pelos 
padroes de clivagem das enzimas de restri^ao, uma vez que 
os anticorpos monoclonais utilizados para diferenciar os 
sorovares aviarios nao estao disponiveis comercialmente. Os 
genotipos ompA atualmente aceitos (A-F, E/B, M56 e WC) sao 
concordantes com os sorovares e podem ser identificados pela 
PCR em tempo real especifica para cada genotipo. Inibidores 
da PCR presentes nas fezes de animais podem ser eliminados 
com um sistema comercial de purifica^ao de DNA, no qual o 
DNA a ser isolado se liga a particulas de vidro na presen^a de 
iodeto de sodio e, subsequentemente, e lavado e eluido. Devido 
ao baixo indice de prevalencia das doen^as em nosso meio, 
este ensaio tem sido pouco utilizado em especimes clinicos. 

Avaliando o beneficio da tecnica de aplica^ao de acidos 
nucleicos, o aumento da sensibilidade e a possibilidade de 
utilizato de varios materials biologicos tem tornado esses 
metodos os de referenda, principalmente para o diagnostico 
laboratorial de C. trachomatis. Em contrapartida, e impor- 
tante salientar que o custo e os problemas relacionados com 
contaminato e inibi^ao, que podem levar a 5% das amostras 
positivas em culturas, e o fato de outro s testes serem negativos 
nestas tecnicas representam desvantagens que devem ser leva- 
das em conta. 

Hibridiza0o de acidos nucleicos 

Dois testes de hibridizato de acidos nucleicos (HAN) estao 
disponiveis comercialmente, utilizados para o diagnostico de C. 
trachomatis. O primeiro utiliza sonda de DNA, complementar 
ao rRNA 16S do genoma das clamidias, marcado com ester de 
acridina. Ao hibridizar-se com o DNA-alvo, a sonda e adsorvida 
por magnetismo e a rea^ao e quantificada com o uso de lumino- 
metro. A sensibilidade varia de 70 a 95%, dependendo do grupo 
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de pacientes testados, do tipo de amostra e da versao do teste 
utilizado. A especificidade alcanna 97%. O outro teste emprega o 
sistema de captura hibrida desenvolvido em microplaca. O DNA- 
alvo, encontrado no material biologico, e desnaturado e hibridi- 
zado com sonda de RNA. Os hlbridos DNA/RNA sao capturados 
sobre a superficie de microplaca sensibilizada com anticorpos 
especificos para os hlbridos DNA/RNA. Os hibridos imobiliza- 
dos reagem com a fosfatase alcalina conjugada com anticorpos 
especificos e sao detectados por substratos quimioluminescentes. 
A segunda gera 9 ao de testes que empregam o sistema de captura 
hibrida utiliza o processo de amplifica^ao de sinal de leitura qui- 
mioluminescente e apresenta sensibilidade de 95% e especifici¬ 
dade de 99%, mais elevadas que os testes de primeira gera^ao, 
detec^ao de antigenos por imunofluorescencia direta ou cultura. 

Estes testes tem sido recomendados para pesquisa do 
microrganismo em raspados endocervicais e uretrais, uti- 
lizando swabs especificos, mas nao sao indicados quando o 
material sao secre^oes vulvovaginais ou urina. 

► Interpretagao e repercussao 
dos resultados 

O diagnostico laboratorial das clamidias e clamidofilas e 
um desafio, mas, com o advento dos metodos moleculares, a 
pesquisa dos microrganismos se tornou mais eficaz, tornando 
possivel a detec^ao dos generos e especies infectantes em uma 
gama variada de materiais biologicos. 

Resultados positivos em pesquisa direta, tanto por amplifi- 
ca^ao de acidos nucleicos como por imunofluorescencia direta 
podem indicar a infec^ao, bem como servir para o acompa- 
nhamento do tratamento. E importante salientar que, ate 3 
semanas apos completada a terapia em individuo infectado, 
podem-se encontrar antigenos, o que e indicativo da persis¬ 
tence dos mesmos e ate sua resistencia ao tratamento pro- 
posto. Portanto, os metodos imunologicos, como pesquisa de 
anticorpos IgG, IgA e IgM, tambem hoje sao utilizados para 
triagem e avalia^ao de tratamento. Nos casos de C. trachoma¬ 
tis, apenas os anticorpos IgG e IgA, com analises pareadas, sao 
aconselhaveis para a avail a^ao da terapia e a sua resultante. 
Nos casos de Cp. pneumoniae, quando a presen 9 a do patogeno 
e investigada, apenas a pesquisa de anticorpos IgM e indicada 
concomitante aos testes de cultura e moleculares. 

Quando um teste molecular e empregado para a detec^ao de 
C. trachomatis na ausencia de sintomas clinicos, com o objetivo 
de triagem populacional, um resultado positivo deve ser avaliado 
com cautela. A realiza^ao de testes de triagem com elevada sen¬ 
sibilidade em populates de baixa prevalencia da doen^a pode 
resultar em grande numero de resultados falso-positivos, em 
razao d o baixo valor preditivo positivo do teste, dependendo da 
exata especificidade do teste. Um resultado falso-positivo para a 
infec^ao por C. trachomatis, por sua vez, pode acarretar profun- 
das implicates psicologicas, o que pode justificar a realiza^ao 
de um teste confirmatorio da infec^ao clamidial em individuos 
de um grupo de baixo risco para esta infea^ao. 

► Bibliografia 

Agrawal T, Vats V, Wallace PK et al. Role of cervical dendritic cell subsets, 
cosstimulatory molecules, cytokine secretion profile and betaestradiol in 
development of sequelae to Chlamydia trachomatis infection, Reprod Biol 
Endocrinol 2008; 6:46. 


Azenabor AA, Kennedy P, Balistreri S. Chlamydia trachomatis infection of 
human trophoblast alters estrogen and progesterone biosynthesis: an in¬ 
sight into role of infection in pregnancy sequelae. Intern J Med Sci 2007; 
4(4)223-231. 

Beeckamn DSA, Vanrompay DCG. Zoonotic Chlamydophila psittaci infections 
from a clinical perspective, Clin Microbiol Infect 2009; 15(1):11~17, 

Bennedsen M, Berthelsen L, Lind L Performane of three microimmunofluores¬ 
cence assay for detection of Chlamydia pneumoniae immunoglobulin M, G 
and A antibodies. Clin Diagn Lab Immunol 2002; 9:833-839, 

Black CM. Current methods of laboratory diagnosis of Chlamydia trachomatis 
infections. Clin Micobiol Rev 1997; 10:160-184. 

Brade H, Brade L, Nano EE. Chemical and serological Investigations on the 
genus-specific lipopolysacharide epitope of Chlamydia. Proc Natl Acad 
Sci USA 1987; 84:2508-2512. 

Carlson JH, Porcella SF, McClarty G, Caldwell HD. Comparative genomic analy¬ 
sis of Chlamydia trachomatis oculotropic and genitotropic strains. Infect 
Immun 2005; 73(10):6407-6418. 

Centers for Disease Control and Prevention. Sexually transmitted diseases trata- 
ment guidelines. Morb Mort Wkly Rep 2002; 51(RR-6):l-77. 

Cevenini R, Donati M, Sambri V Chlamydia trachomatis - the agent. Best Pract 
Res Clin Gbstet Gynaecol 2002; 16 (6):761-773. 

Chia JK, Chia LY. Chronic Chlamydia pneumoniae infection: a treatable cause 
of chronic fatigue syndrome. Clin Infect Dis 1999; 29:452-453. 

Colmegna 1, Cuchacovich R, Espinoza RL, HLA-B 27-associated reative ar¬ 
thritis: pathogenies and clinical considerations. Clin Microbiol Rev 2004; 
17:348-369. 

Combes BK, Mahony JB. cDNA array analysis of altered gene expression in 
human endothelial cells in response to Chlamydia pneumoniae infection. 
Infect Immun 2001; 69(3): 1420-1427. 

Cook RL, Hutchison SL, Ostergaard L et al. Systematic review: noninvasive 
testing for Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae. Ann Intern 
Med 2005; 142:914-925. 

Dean D, Suchland RJ, Stamm WE. Evidence for long-term cervical persistence 
of Chlamydia trachomatis by omp 1 genotyping. J Infect Dis 2000; 182:909- 
916, 

Derfuss T, Giirkov R, Berg FT et al Intrathecal antibody production against 
Chlamydia pneumoniae In multiple sclerosis is part of a polyspecific im¬ 
mune response. Brain 2001; 124:1325-1335, 

Dowell SF, Peeling W, Boman J et al. Standardizing Chlamydia pneumoniae 
assay: recommendations from de Central Disease Control and Prevention 
(USA) and the Laboratory Center for Disease Control (Canada). Clin Infect 
Dis 2001;33:492-503. 

Essig A, Zucs P, Susa M et al Diagnosis of ornithosis by cell culture and poly¬ 
merase chain reaction In a patient with chronic pneumonia. Clin Infect 
Dis 1995; 21:1495-1497. 

Everett KD, Bush RM, Andersen AA. Emended description of the order Chla- 
mydiales proposal of Parachlamydiaceae fam. Nov. and Simkaniaceae 
fam. Nov., each containing one monotypic genus and five new species, 
and standards for the identification of organisms. Int ] Syst Bacteriol 1999; 
49:415-440. 

Farencena A, Comanducci M, Donati M et al. Characterization of a new Isolate 
of Chlamydia trachomatis which lacks the common plasmid and has proper¬ 
ties ofbiovar trachoma. Infec Immun 1997; 65:2965-2969. 

Fredlund H, Falk L, Jurstrand M et al. Molecular genetic methods for diagnosis 
and characterization of Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae: 
Impact on epidemiological surveillance and Interventions. APMIS 2004; 
112:771-784. 

Fukushi H, HIrai K. Proposal of Chlamydia pecorum sp. Nov. for Chlamydia 
strains derived from ruminants. Int J Syst Bacteriol 1992; 42:306-308. 

Geens T, Dewitte A, Boon N et al. Development of a Chlamydophila psittaci 
species-specific and genotype-specific real-time PCR. Vet Res 2005; 36(5- 
6):787-797, 

Gomes JP, Nunes A, Bruno WJ et al. Polymorphisms In the nine polymorphic 
membrane proteins of Chlamydia trachomatis across all serovars; evidence 
for serovar Da recombination and correlation with tissue tropism. J Bac¬ 
teriol 2006; 188(1)275-286. 

Grayston JT, Campbell LA, Kuo CC et al. A new respiratory tract pathogen: 
Chlamydia pneumoniae strain TWAR. J Infect Dis 1990; 161:618-625, 

Grayston JT. Background and current knowledge of Chlamydia pneumoniae 
and atherosclerosis. J Infect Dis 2000; 181(Suppl. 3):S402-S410. 

Hermann C, Gueinzius K, Oehme A et al. Comparison of quantitative and 
semlquantilativeenzyme-iinked Immunosorbent assay for immunoglobu¬ 
lin G against Chlamydophila pneumoniae to a microimmunofluorescence 
test for use with patients with respiratory tract Infections. J Clin Microbiol 
2004; 42:2476-2479, 

Hogan RJ, Mathews SA, Mukhopadhyay S et al. Chlamydial persistence: beyond 
the biphasic paradigm. Infect Immun 2004; 72(4): 1843-1855. 


Capftulo 15 Infecpes por Clamidias e Clamidofifas 


205 


Horn M, CoUingro A, Schmitz-Esser S et al. Illuminating the evolutionary his¬ 
tory of chlamydiae. Science 2004; 304:728-730. 

Jee J, Degraves FJ, Kim T et al High prevalence of natural Chlamydophlla spe¬ 
cies Infection In calves. J Clin Microbiol 2004; 42:5664-5672. 

fohson RE, Newhall WJ, Papp JR et al. Screening test to detect Chlamydia 
trachomatis and Neisseria gonorrhoeae infections. MM WR Recomm Rep 
2002; 51:1-38. 

Justrand M, Falk L, Fredlund H et al Characterization of Chlamydia trachomatis 
omp 1 genotypes among sexually transmitted disease patients in Sweden. J 
Clin Microbiol 2001, 39:3915-3919. 

Kalman S, Mitchell W, Marathe R et al. Comparative genomes of Chlamydia 
pneumoniae and Chlamydia trachomatis. Nat Genet 1999; 21:385-389. 

Kent CK, Chaw JK, Wong W et al Prevalence of rectal, urethral, and pha¬ 
ryngeal Chlamydia and gonorrhea detected in two clinical setting among 
mem who have sex with men: San Francisco, California, 2003. Clin Infect 
Dis 2005;41:67-74. 

Ker JM, Maass V, Maass M. Chlamydiapneumoniae-mduccd pathological signal¬ 
ing in the vasculature. FEMS Immunol Med Microbiol 2009; 55:131-139. 

Krull M, Bockstaller P, Wuppwemann FN et al Mechanisms of Chlamydophila 
pneumoniae-mediated GM-CSF release inhuman bronchial epithelial cells. 
Am J Respir Cell Mol Biol 2006; 34:375-382. 

Kumar S, Hammerschlag MR. Acute respiratory infection due to Chlamydia 
pneumoniae : current status of diagnostic methods. Clin Infect Dis 2007; 
44:568-576. 

Kuo C, Campbell LA. Chlamydia pneumoniae pathogenesis. J Med Microbiol 
2002; 51:623-625. 

Loens K, Beck T, Ursi D et al Evaluation of different nucleic acid amplification 
techniques for the detection of M. pneumoniae, C. pneumoniae and Legion¬ 
ella spp. in respiratory specimens from patients with community-acquired 
pneumonia. J Microbiol Methods 2008; 73:257-262. 

Loens K, Beck T, Ursi D et al. Development of real-time multiplex nucleic acid 
sequence-based amplification for detection of Mycoplasma pneumoniae , 
Chlamydophila pneumoniae, and Legionella spp. in respiratory specimens. 
J Clin Microbiol 2008; 46(1): 18 5-191. 

Mabey D, Peelinge RW. Lymphogranuloma venereum . Sex Transm Infect 2002; 
78:90-92. 

Madico G, Quinn T, Boman J et al Touchdow enzyme time release - PCR for 
detection and identification of Chlamydia trachomatis , Chlamydia pneu¬ 
moniae and Chlamydia psittaci using IS and 16S-23S spacer rRNA genes. 
J Clin Microbiol 2000; 38:1985-1993. 

Mahony JB, Coombes BK, Chernesky MA. Chlamydia and Chlamydophila. In: 
Murray PR, Baron Ej, Jorgensen JH, Pfaeller MA, Yolken RH, eds. Manual 
of clinical microbiology, 8 ed., Washington, D.C.: American Society for 
Microbiology, 2003: 991-1004. 

McClarty G, Caldwell HD, Nelson DE. Chlamydial interferona gamma immune 
evasion influences Infection tropism. Curr Opin Microbiol 2007; 10:47-51. 

Messmer TO, Martinez J, Hassouna F et al. Comparison of two commercial 
microimunofluorescence kits and an enzyme immunoassay kit for detection 
of serum immunoglobulin G antibodies to Chlamydia pneumoniae. Clin 
Diagn Lab Immunol 2001; 8:588-592. 

Miettinen A, Heinonen PK, Teisala K et al. Antigen specific serum antibody 
response to Chlamydia trachomatis in patients with acute pelvic inflamma¬ 
tory disease. J Clin Pathol 1990; 43:758-761. 

Montalban GS, Roblin PM, Hammerschlag MR. Performance of three com¬ 
mercially available monoclonal reagents for confirmation of Chlamydia 
pneumoniae In cell culture. J Clin Microbiol 1994; 32:1406-1407. 

Morre SA, Munk C, Persson K et al. Comparison of three commercially avail¬ 
able peptide-based immuno-globulin IgG and IgA assays to microimmu¬ 
nofluorescence assay for detection of Chlamydia trachomatis antibodies. J 
Clin Microbiol 2002; 40:584-587. 

Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. Microbiologia medica, 5 ed., Sao Paulo: 
Elsevier, 2006: 455-463* 

Nelson DE, Virok DP, Wood H et al Chlamydial IEN-y Immune evasions is 
linked to host infection tropism. PNAS 2005; 102(30): 10658-10663. 

Nelson HD, Helfand M. Screening for chlamydial infection. Am J Prev Med 
2001;20:95-107. 

Newhall WJ, Johnson RE, De Lisle S et al Head-to-head evaluation of five 
Chlamydia tests relative to a quality-assured culture standard. J Clin Mi¬ 
crobiol 1999; 7:681-685. 

Ossewaarde JM. New methods in diagnostic and epidemiological research of 
Chlamydia trachomatis infection: the tide is turning molecular. ] Europ 
Acad Dermatol Venereol 1995; 5:111-123. 

Peeling RW, Wang SP, Grayston JT et al. Chlamydia pneumoniae serology: In¬ 
terlaboratory variations in microimmunofluorescence assay results. J Infect 
Dis 2000; L81:426-429. 

Peeling RW, Mabey D, Herring A et al Why do we need quality-assured diagnostic 
tests for sexually transmitted infections? Nature Reviews 2003; 4:909-921. 


Pelpert JE. Clinical practice. Genital chlamydial Infections. N Engl J Med 2006; 
349:2424-2430. 

Perry LL, Su H, Feilzer K et al Differential sensitivity of distinct Chlamyd¬ 
ia trachomatis isolates to IFN-y-mediated inhibition. J Immunol 1999; 
162:3541-3548. 

Pfaller MA. Molecular approaches to diagnosing and managing infectious dis¬ 
eases: practically and costs. Emerg Infect Dis 2001; 7(2):312-318. 

Pickett MA, Everson JS, Pead P J et al. The plasmids of Chlamydia trachomatis and 
Clhamydophila pneumoniae: accurate determination of copy number and par¬ 
adoxical effect of plasmid-curing agent. Microbiology 2005; 151:893-903. 

Poppert S, Essig A, Marre R et al. Detection and differentiation of chlamid- 
iae by fluorescence in situ hybridization. Appl Environ Microbiol 2002; 
68:4081-4089. 

Pospischil A, Thom a R, Hiilbe M et al. Abortion in womam caused by caprine 
Chlamydoplhila abortus (Chlamydia psittaci serovar 1). Swiss Med Wkly 
2002; 132:1281-1289. 

Rampf J, Essig A, Hlnrichs R et al. Lymphogranuloma venereum - a rare cause 
of genital ulcers in central Europe. Dermatology 2004; 209:230-232. 

Read TG, Myers GS, Brunham RC et al Genome sequence of Chlamydophila 
caviae (Chlamydia psittaci GPIC): examining the role of niche-especific 
genes In the evolution of the Chlamydiaceae. Nucleic Acids Res 2003; 
31:2134-2147. 

Richardson E, Sellors JW, Mackinnon S et al Prevalence of Chlamydia tra¬ 
chomatis infections and specimem collection preference among women 
using self-collected vaginal swabs in community setting. Sex Transm Dis 
2003; 30:880-885. 

Sachse K, Laroucau K, Hotzel H et al Genotyping of Chlamydophila psittaci 
using a new DNA microarray assay based on sequence analysis of ompA 
genes. BMC Microbiol 2008; 8:63. 

Schacter J, Hook EW, Martin DH et al Confirming positives results of nucleic 
acids amplification tests (NAATS) for Clhamydia trachomatis: all NAATS 
are not created equal. J Clin Microbiol 2005; 43:1372-1373. 

Schachter J, McCormackWM, Cherneskyh MA et al Vaginal swabs are appro¬ 
priate specimens for diagnosis of genital tract Infection with Chlamydia 
trachomatis. J Clin Microbiol 2003; 41:3784-3789. 

Schachter J, Stephens RS, Timms P et al Radical changes to chlamydial taxono¬ 
my are not necessary just yet. Int J Syst Evol Microbiol 2001; 51:249-253. 

Sheehy N, Markey B, Gleeson M et al. Differentiation of Chlamydia psittaci 
and C. pecorum strains by species-specific PCR. J Clin Microbiol 1996; 
34(12):3175-3179. 

Shimada K, Chen S, Dempsey PW et al The NOD/R1P2 pathway Is essential 
for host defenses against Chlamydophila pneumoniae lung infection. PLOS 
Pathogens 2009; 5(4): el000379.doi: 10.137L 

Solomon AW, Peeling RW, Foster A et al Diagnosis and assessment of trachoma. 
Clin Microbiol Rev 2004; 17:982-1011. 

Sriram S, Straton C W, Yao S et al. Chlamydia pneumoniae infection of the ner¬ 
vous system in multiple esclerose. Ann Neurol 1999; 46:6-14. 

Tondella ML, Talkington DF, Holloway BP et al Development and evaluation 
of real-time PCR- based fluorescence assays for detection of Chlamydia 
pneumoniae. J Clin Microbiol 2002; 40:575-583. 

Tong CYW, Sillis M. Detection of Chlamydia pneumoniae and Chlamydia psit¬ 
taci in sputum samples by PCR. J Clin Pathol 1993; 46:313-317. 

Trabulsi LR, Martinez MB. Chlamydia. In: Microbiologia, 4 ed., Sao Paulo: 
Atheneu: 2005: 441-443. 

Van der Pol B, Ferrero DV, Buck-Barrington L et al. Multicenter evaluation of BD 
Probe Tec ET system for detection of Chlamydia trachomatis and Neisseria gon- 
orrheae in urine specimens female endocervical swabs, and maleuretralswa&s. 
J Clin Microbiol 2001; 39:1008-1016. 

Van der Pol B, Willian JA, Smith NJ et al. Evaluation of the Digene Hybrid Cap¬ 
ture II Assay with the Rapid Capture System for detection of Chlamydia tra¬ 
chomatis and Neisseria gonorrhoeae. J Clin Microbiol 2002; 40:3558-3564. 

Vats V, Agrawal T, Salhan S et al Primary and secondary immune responses of 
mucosal and peripheral lymphocytes during Chlamydia trachomatis infec¬ 
tion. FEMS Immunol Med Microbiol 2007; 48:280-287. 

Verkooyen RP, Willemse D, Hiep-Van Casteren SCA et al Evaluation of PCR, 
culture, and serology for diagnosis of Chlamydia pneumoniae respiratory 
Infections. J Clin Microbiol 1998; 36(8):2301-2307. 

Verminnen K, Duquenne B, Keukeleire DD et al Evaluation of a Chlamydophila 
psittaci infection diagnostic platform for zoonotic risk assessment. J Clin 
Microbiol 2008; 46(1)£81-285. 

Walder G, Hotzel H, Brezinka C et al. An unusual cause of sepse during preg¬ 
nancy: recognized Infection with Chlamydophila abortus. Gbstet Gynecol 
2005;106:1215-1217. 

WangS. The microimmunofluorescence test for Chlamydia pneumoniae infec¬ 
tion: technique and interpretation. J Infect Dis 2000; 181:421-5. 

Zeldler H, Kuipers J, Kohler L. Chlamydia-induced arthritis. Curr Opin Rheu¬ 
matol 2004; 16:380-392. 


Capitulo 16 

Infec^ao por Micoplasmas 


Regina Ayr Fiorio da Cunha, Kioko Take! e 
Lilian Ferri Passadore 


■ Introdugao, 207 

m Micoplasmas humanos de interesse clhico, 208 

■ Referencias bibliograficas, 216 





Capftulo 16 | Infecgao por Micoplasmas 


207 


► Introdugao 

A luz de uma breve perspectiva historica, serao abordadas 
algumas considerate gerais sobre os micoplasmas. Quando 
o assunto parecia remontar dados relevantes do passado, o 
mundo cientifico se surpreendeu com o anuncio do pesqui- 
sador e empresario J. Craig Venter sobre a cria^ao da primeira 
linhagem de celulas viaveis de um ser vivo controlada por um 
genoma totalmente sintetizado em laboratorio. 

Pela primeira vez, a humanidade foi apresentada a uma 
criatura desprovida de ancestrais, que recebeu, dos quimicos 
da Blue Heron que a produziram, a terminologia Mycoplasma 
mycoides JCVI-syn 1.0. De acordo com Venter: “E a primeira 
especie criada por um computador que se autorreplica.” Quem 
poderia imaginar que o protagonista do inicio da era da biolo- 
gia sintetica seria um micoplasma? 1 

Em 1962, Morowitz e Tourtellotte, 2 com o intuito de atrair a 
atenqao para esses microrganismos, publicaram um artigo na 
Scientific American , enaltecendo o fato de serem os micoplas¬ 
mas as menores celulas viventes, e organizaram, com o suporte 
da NASA, o primeiro encontro sobre a biologia molecular dos 
micoplasmas. O objetivo principal era o de construir uma 
celula viva com o minimo de organelas exigido para reprodu- 
to e crescimento independentes, quais seriam: a membrana 
plasmatica, os ribossomos e uma molecula de DNA circular, 
dupla helice. Quase meio seculo depois, exposto ao mundo, 
infoco nas paginas do Science, surgiu o micoplasma, represen- 
tante da celula mais simples de vida livre, podendo, entao, ser 
criado artificialmente. 

Do genio Pasteur ao ousado pesquisador e empresa¬ 
rio Venter, 130 anos se passaram; contudo, o mesmo entu- 
siasmo de Pasteur pelos micoplasmas e, hoje, igualado ao de 
Venter, visto que, a partir do estudo e do conhecimento desses 
microganismos, nao se podera mais afirmar que a ciencia e a 
mesma. 

A representatividade dos micoplasmas na etiologia das 
doenqas remonta a 1880, quando Pasteur os associou a 
uma doen^a pulmonar grave, a pleuropneumonia, que afe- 
tava o gado bovino e dizimava rebanhos na Europa, Asia e 
Australia. 

Aparecem amplamente distribuidos na natureza como 
parasitos e patogenos do homem, de animais, plantas e 
insetos. 

As dificuldades para se obter o crescimento em meios 
artificials, em geral empregados para cultivo de bacterias, e a 
observa^ao de um pleomorfismo intenso a luz da microscopia 
optica comum nao deixaram duvidas quanto ao carater inco- 
mum dos micoplasmas. 

Durante muitas decadas, apesar do imenso progresso no 
conhecimento de sua natureza, de sua rela^ao com outros 
microrganismos e posi^ao taxonomica, constituiram-se em 
grande enigma para os microbiologistas. O sucesso do cul¬ 
tivo desses microrganismos foi obtido em 1898, por Nocard 
e Roux, muito embora a sua classifica^ao como formas L de 
bacterias, decorrente das semelhanqas morfologicas celulares 
e coloniais (aparencia de ovo frito), ainda sustentasse o equi- 
voco durante algumas decadas. 3 

A controversia se encerrou no fim dos anos 1960, quando 
uma analise genomica ampla obtida por hibridaqao de DNA 
e a determinate das concentrates de guanina e citosina 
(C+G) atestaram, de maneira definitiva, que os micoplasmas 
eram incap azes de sintetizar precursores de parede celular em 
qualquer condi^ao. 


Em 1967, foram taxonomicamente inseridos na classe 
Mollicutes (do latim Molli - macia; cutis = pele), a qual, apos 
analise da fra^ao 16S do rRNA, passou a ser constituida por 
aproximadamente 200 especies inseridas em 4 ordens, 5 farm- 
lias e 8 generos {Acholeplasma, Anaeroplasma, Asteroleplasma, 
Spiroplasma, Mycoplasma, Ureaplasma, Mesoplasma e Ento- 
moplasma ) que se distinguem primariamente por diferen- 
9as morfologicas, necessidades nutricionais e tamanho do 
genoma. Dentre as quase 200 especies, 17 sao capazes de 
infectar o homem. 4 

Os micoplasmas nao sao somente os menores microrganis¬ 
mos que se autorreplicam, como tambem os que apresentam 
a mais simples ultraestrutura. A ausencia de parede celular 
constitui-se em caracteristica unica entre os procariotos. O 
contato direto da membrana deste com a membrana da celula 
do hospedeiro da origem a condi^ao na qual, em prindpio, 
poderia levar a fusao das duas membranas, tornando possivel, 
alem da transference ou troca de antigenos, tambem a intro- 
du^ao do conteudo citoplasmatico do micoplasma no interior 
do citoplasma da celula hospedeira. 5 

Desse modo, as potentes nucleases dos micoplasmas, com- 
binadas com radicals superoxido, podem ser responsaveis por 
efeitos clastogenicos e aberrates cromossomicas observadas 
em celulas eucariotas infectadas por esses microrganismos. 6 

Tais observates corroboram a tese de que os micoplasmas 
associados a sindrome da imunodeficiencia adquirida (AIDS), 
como M. penetrans e M. fermentans, exibem potencial onco- 
genico, demonstrado pelas transformates celulares malignas 
observadas em cultura de celulas de embriao de camundongo 
infectadas por essas especies. 7 

Embora existam diferen^as no tamanho do genoma, todos 
os membros da classe Mollicutes apresentam genomas dimi- 
nutos constituidos por 580 a 2.200 kb e baixas concentrates 
de C+G, as quais variam de 23 a 40 mol%. A compacta^ao 
genomica significante, que ocorreu durante a evoluqao mico- 
plasmica de seu antecessor bacteriano, tornou-se possivel pela 
ado^ao de seu modo de vida parasitario. 

Em termos de caracteristicas genotipicas, uma que se des- 
taca e o codon de terminate ( stop codon). Enquanto na maio- 
ria dos procariotos o codon UGA significa a interrupto da 
sintese proteica, para a maioria dos micoplasmas codifica o 
triptofano, sendo o stop codon destes representado por UAA 
e UAG. 8 

Algumas especies patogenicas reorganizam seu DNA por 
meio de replica^ao de sequencias genicas dos transposons , 
promovendo assim diversidade genetica e maximizando 
o potencial de codifica^ao de diferentes proteinas. Com o 
sequenciamento do RNA do grupo, foram classificados como 
oriundos de celulas clostridial-like gram-positivas, por delete 

ou degradato do gene. 9 

A maioria dos micoplasmas que colonizam ou causam 
doen^a apresenta como caracteristicas a aderencia e a capa- 
cidade de “driblar” o sistema imune do hospedeiro, tendo 
sido referidos como “parasitos ideais”, pois levam a infec^oes 
brandas e cronicas, dificilmente causando a morte do hospe¬ 
deiro. 10 

A adesao dos micoplasmas aos receptores da celula hospe¬ 
deira e pre-requisite para coloniza^ao e infecto- 

Estudos tern demonstrado que a perda da capacidade de 
adesao por mutato resulta em perda de infectividade, e, em 
casos de reversao da capacidade de citoaderencia, observa-se 
um novo ganho de infectividade e virulencia. Isso explica por 
que, dentro de um genoma diminuto, grande parte dos genes 
esteja envolvida com ader&icia. 
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Pesquisas desenvolvidas sobre doen^as infecciosas tem 
dado um enfoque especial a varia^ao antigenica das proteinas 
de superficie. Durante sua evolu^ao e adapta^ao ao seu modo 
de vida parasitario, os micoplasmas desenvolveram varios sis- 
temas geneticos que propiciaram uma gama variavel de protei¬ 
nas de superficie. 

Infelizmente, sabe-se menos sobre a natureza molecular 
dos receptores para micoplasmas nas celulas do hospedeiro do 
que sobre suas adesinas. 

► Micoplasmas humanos 
de interesse clfnico 

As especies infecciosas humanas parecem ter predile^ao 
por mucosas, sendo encontradas na boca, no trato respi¬ 
rator io e no trato urinario. Assim, compondo o quadro das 
infec^oes humanas, podemos citar Mycoplasma pneumoniae 
como patogeno indiscutivel do trato respiratbrio, e as especies 
Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma 
fermentans, Mycoplasma penetrans, Ureaplasma urealyticum e 
Ureaplasma parvum, com papel importante nas infect es do 
trato geniturinario. 11=12 

- Mycoplasma pneumoniae 

Mycoplasma pneumoniae e, dentre as especies humanas, a 
mais bem estudada. Isolada pela primeira vez em 1944, em cul- 
tura de celulas de amostra de escarro proveniente de paciente 
com uma doent pulmonar incomum, foi, depois de algum 
tempo, definida como agente etiologico da pneumonia atipica 
primaria (PAP). 13,14 

A forma atipica pneumonica se referia a uma pneumonia 
com sintomas respiratorios brandos e com desproporcional 
infiltra^ao pulmonar, observada por meio de radiografias. A 
falencia no tratamento com os antimicrobianos utilizados na 
epoca, penicilinas e sulfonamidas, contrastava com o que se 
observava nos casos de pneumonia; dai o termo atipica e pri¬ 
maria, pois se acreditava ser esta a primeira doent pulmonar 
com etiologia incerta. 

As infec^oes causadas por M. pneumoniae sao, na maioria 
dos casos, autolimitadas, podendo eventualmente apresentar 
sinais clinicos mais graves, combinados com uma fase de con¬ 
valescent prolongada. 

Aproximadamente 25% das pessoas infectadas por M. 
pneumoniae podem apresentar complicates extrapulmo- 
nares, sendo as manifestates do sistema nervoso central as 
mais comuns. Tem sido ainda relatada a present do micror- 
ganismo no liquido sinovial, no pericardio e na corrente cir- 
culatoria, entre outras. 15 

A analise genomica de M. pneumoniae possibilitou a 
identificato e a caracteriza^ao molecular das principals 
proteinas constitutivas do citoesqueleto. Algumas dessas 
proteinas podem se apresentar como adesinas, expostas 
na superficie, enquanto outras podem estar envolvidas na 
modulate da expressao destas na membrana do mico- 
plasma. 

A interato entre M. pneumoniae e as celulas do hospe¬ 
deiro e mediada por uma organela de adesao polar, represen- 
tada por uma proteina de 170 kDa designada PI e por uma 
serie de outras proteinas, HMW1, HMW2, HMW3 e P90, P40 
e P30 com fun^oes diversas. 4 


As proteinas HMW1, 2 e 3 estao envolvidas na formato e 
estabilizato da organela de fixato, incluindo a localizato de 
outras proteinas de adesao. Estabelecida esta estrutura polar, 
um conjunto complexo independente, constituido das protei¬ 
nas B, C, juntamente com P1, completam a formato da orga¬ 
nela de fixato funcional. M. pneumoniae e seus componentes 
subcelulares interagem com diversos tipos de receptores na 
celula hospedeira, tais como sialoglicoconjugados, acido sia- 
lico livre de glicoproteinas e glicolipidios sulfatados. 4 

Aspectos clinicos 

Os sintomas podem variar, dependendo do grau de infec¬ 
to. Em crian^as menores que 5 anos, a infecto pode ser sub- 
clinica ou muito branda, autolimitada, restrita ao trato respi¬ 
ratbrio superior. Ja em crian^as em idade escolar e em adultos 
jovens a doent e mais grave, levando a pneumonia. 

Os sintomas iniciais da infecto por M. pneumoniae podem 
seguir-se apos um periodo de incubato de 2 a 3 semanas, 
podendo ser mais frequentemente caracterizados por tosse 
seca, febre, mal-estar, tremores, irrita^ao da garganta e dores 
de cabet- A evolu^ao da doen^a pode resultar em pneumonia 
em 3 a 10% dos casos, e em 70% deles em traqueobronquite. 
Ocasionalmente, outros sintomas como faringite, otite e bron- 
quite podem ocorrer. Infec^oes assintomaticas representam 
cerca de 20% dos casos. 16,17 

A maior parte dos sintomas respiratorios desaparece em 4 
a 6 semanas, contudo podem ocorrer, mais raramente, com¬ 
plicates extrapulmonares envolvendo SNC (cerca de 7%), 
incluindo meningoencefalites, hemiplagia e psicose aguda, 
apresentando 10% de taxa de mortalidade. Nos casos nao 
fatais, aproximadamente 1/3 dos pacientes permanecem com 
sequelas neurologicas. Podem ser observadas ainda lesoes na 
pele, nas juntas e no pericardio. 18-20 

Epidemiologia 

O microrganismo pode se difundir por meio de aerossois 
respiratorios de individuos infectados. Embora M. pneumo¬ 
niae seja, durante o ano todo, uma fonte continua de infectes 
respiratorias, estas ocorrem predominantemente nos meses de 
inverno. 

Cerca de 15% das pneumonias adquiridas em comunidade 
sao causadas por M. pneumoniae , enquanto, em populates 
fechadas (campos de treinamento militar, internatos etc.), tais 
indices podem chegar a 50% dos casos. Em surtos familiares, 
as taxas de infecto infantil podem chegar a 81%. 21 

Patogenese 

Apesar de ser claro que a patogenese e um evento multifato- 
rial com base nao somente nos varios fatores de virulbncia do 
microrganismo, mas tambem no complexo papel da resposta 
imune do hospedeiro frente a infecto por M. pneumoniae, 
pode-se destacar como sendo as principals propriedades do 
microrganismo no desenvolvimento da doent: a aderencia as 
celulas epiteliais do trato respiratbrio regulada pela adesina de 
PI; a evasao a fagocitose; a motilidade e a secreto de substan- 
cias, que, alem de causarem dano celular, induzem a resposta 
imune. 22 

Diagnostico laboratorial 

Cultura 

Sao poucos os laboratories clinicos que realizam o cultivo 
para pesquisa de M. pneumoniae, pelo fato de o microrga¬ 
nismo exigir meios de cultura nutricionalmente complexos e 
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ser de crescimento lento (8 a 12 dias), o que acaba propiciando 
o crescimento exuberante de outros microrganismos presentes 
na amostra clinica. 

Dentre os meios utilizados, podem ser citados: meio 
seletivo difasico de glicose e azul de metileno, descrito por 
Kraybille em 1965, e o meio difasico SP-4, o qua! possibilita o 
crescimento de M. pneumoniae de amostras clinicas mais rapi- 
damente do que o meio difasico convencional. 23 

O crescimento e evidenciado pela observa^ao da placa de 
semeadura, invertida, em microscopio optico com objetivas de 
lOx ou 20 x, de colonias com 10 a 100 pm de diametro, trans- 
parentes com uma zona central densa e uma area periferica 
translucida, assemelhando-se a um “ovo frito”, caracteristica 
esta da maioria dos Mollicutes (Figura 16.1). 

A identifica^ao final das colbnias assim obtidas deve ser 
feita por meio do teste de inibigdo de crescimento ou de metabo- 
UsmOy que consiste na habilidade do antissoro especie-especi- 
fico de impedir respectivamente o crescimento ou a produ^ao 
de produto metabolico do micoplasma isolado, evidenciado 
pelo aparecimento de halo de inibigao ao redor do disco con- 
tendo o antissoro ou pela mudan^a de cor do indicador do 
meio de cultura, respectivamente. Este procedimento e alta- 
mente especie-espedfico, sendo o principal metodo para dis- 
tin^ao das especies. 24 

Detecgao dlreta de M. pneumoniae do material clinico 

Comercialmente, existem testes que possibilitam a detec- 
ga.o de Mycoplasma pneumoniae diretamente em amostras cli¬ 
nicas, Pneumofast* e Pneumofast® Ag (International Microbio, 
Franca). O primeiro baseia-se na cinetica enzimatica em meio 
liquido caracterizada pela acidifica^ao do meio, verificada 
pela mudan^a de cor do mesmo decorrente do crescimento do 
micoplasma. O isolamento e obtido em agar SP-4 a partir da 
semeadura do meio liquido. Dentre as amostras clinicas que 
podem ser analisadas podemos citar: escarro, lavado bronco- 
alveolar; lavado sinusal; pun^ao pleural; LCR e hemocultura. 
Pneumofast®Ag baseia-se em um teste rapido imunoenzima- 
tico, em que, por meio de filtra^ao, os antigenos de superficie 
especie-especificos sao adsorvidos sobre a membrana filtrante 
e posteriormente identificados por um anticorpo policlonal 
anti-Af. pneumoniae conjugado com peroxidase. O resuitado 
positivo e revelado pelo aparecimento de cor vermelha em 
poucos minutos sobre a membrana. Os materials clinicos que 



Figura 16.1 Colonias de Mycoplasma pneumoniae em meio solido SP-4. 
Aumento de lOOx. 


podem ser utilizados sao: lavado broncoalveolar, aspirado bron- 
quico e swabs de garganta e nariz. 

De um modo geral, os metodos de detec^ao de antigeno 
baseiam-se no cultivo e sao lentos e trabalhosos; portanto, o 
diagnostico das infec^oes por M. pneumoniae ainda se baseia 
principalmente nos metodos sorologicos, embora os metodos 
moleculares venham ganhando cada vez mais destaque no 
diagnostico. 

Crioaglutininas 

O principio do teste baseia-se na associa^ao entre o aumento 
de crioaglutininas e a existencia de infec^ao por M. pneumo¬ 
niae. A infec<;ao humana com M. pneumoniae representa uma 
doen^a em que carboidratos, presentes na superficie da celula 
hospedeira, sao envolvidos na patogenese; primeiro, no esta- 
gio inicial da infec^ao e, posteriormente, na sequela causada 
por ela. M. pneumoniae adere as celulas do hospedeiro, via sia- 
lo-oligossacaridio da poli-N-acetil-lactosamina, denominado 
antigeno I. Tais moleculas podem ser encontradas na super¬ 
ficie de hemacias e tambem em microvilosidades e cilios do 
epitelio respiratorio. 25 

O que se observa na infec^ao por M. pneumoniae e uma 
altera^ao transitoria do sistema autoimune, o qual e carac- 
terizado por altos titulos de crioaglutininas. Tais anticorpos 
sao dirigidos contra o antigeno I. O mecanismo responsavel 
pela deflagra^ao da resposta imune contra este antigeno nao 
esta bem definido, contudo algumas supo siloes incriminam a 
natureza celular do micoplasma, rica em lipidios, que comple- 
xada com o receptor, serviria como adjuvante para o antigeno 
I adjacente. Titulos de crioaglutininas sao um dos primeiros 
parametros que se alteram durante a fase aguda da doen<~a. 
Resultados negatives podem ocorrer em 50% dos pacientes, 
nao excluindo, portanto, uma possivel infec^ao por M. pneu¬ 
moniae. Por outro lado, resultados positivos com titulos baixos 
(< 32) podem nao significar doen^a causada pelo microrga- 
nismo, porque hemaglutininas sao tambem encontradas nao 
so em varias outras doen^as respiratorias, como tambem na 
doen^a vascular do colageno e no mieloma, entre outras. 26 

Apesar de este teste ser barato e muito simples, pela falta 
de especificidade, atualmente tern sido pouco explorado na 
rotina diagnostica. 

Pesquisa de anticorpos 

Os testes que envolvem a determina^ao de anticorpos 
anti-M pneumoniae utilizam extratos totais de M. pneumo¬ 
niae (cepas padrao) ou antigenos de membrana do microrga- 
nismo como antigenos. Os anticorpos podem ser detectados 
pelos testes descritos a seguir. 

► Fixa0O de compiemento (FC). Ainda nos dias atuais, o teste 
de fixa^ao de compiemento (FC) e realizado frequentemente 
em compara^ao com outros testes, tais como ELISA IgM e 
ELISA IgG. Geralmente, ha a necessidade de determina^ao 
em soros pareados obtidos na fase aguda da doen^a e na fase 
de remissao. Contudo, titulos de amostras isoladas de soro, 
superiores a 80, podem ser considerados como significantes. 
Testes que utilizam antigeno lipidico tern apresentado boa 
correla^ao com o da inibigao metabolica. 27 Podem ser utiliza¬ 
dos micrometodos, os quais empregam antigenos glicolipidi- 
cos de M. pneumoniae. 2S 

► Imunofluorescencia indireta (IFE). No teste de imunofluores- 
cencia indireta (ID) sao utilizadas laminas nas quais culturas 
de celulas ou de tecidos ou ainda cortes de pulmao infectados 
com micoplasma sao fixados, sendo in cub ados com amostras 
de soro do paciente e, posteriormente, com o conjugado anti- 
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imunoglobulina humana. As vantagens do teste sao as peque- 
nas quantidades de antigeno necessarias e a possibilidade 
de detecqao de qualquer classe de imunoglobulina. Titulos 
s 64 sao considerados significantes de resposta imune ao M. 
pneumoniae. A dificuldade de obten^ao do antigeno tem, con- 
tudo, desencorajado seu uso. 29 

► ELISA. Os testes iniciais de ELISA utilizavam antigenos 
totals solubilizados, com a expectativa de que poderiam detec- 
tar anticorpos a maioria dos antigenos encontrados. Contudo, 
os anticorpos dirigidos contra as fraqoes proteicas levaram a 
observa^ao de muitas rea^des cruzadas. 

Comercialmente, podem ser adquiridos os kits Platelia* IgM 
e Platelia® IgG (Sanofi Pasteur, Franqa), os quais utilizam um 
sonicado de antigeno total constituido de grandes quantidades 
de proteinas de membrana de M. pneumoniae , imobilizado na 
fase solida. O conjugado para ELISA IgM consiste em anti- 
corpo monoclonal marcado com peroxidase. Titulos maiores 
do que 40 AU/mf (unidades arbitrarias/m^) sao considerados 
significativos de infec^ao por M. pneumoniae. Titulos iguais 
ou inferiores a 40 AU/m & requerem realiza^ao do teste com 
nova amostra de soro, obtida 8 a 15 dias mats tarde, a fim de 
que sejam observados soroconversao ou aumento significative 
do titulo. 

Granstrom et al. tern ainda demonstrado por ELISA o 
papel de IgA no sorodiagnostico precoce da infec^ao por M. 
pneumoniae quando comparado aos resultados obtidos por 
ELISA IgM captura. Ainda, em pacientes adultos, determina¬ 
tes combinadas de anticorpos das classes IgA e IgM possibi- 
litam diagnostico sorologico da doenqa durante a segunda ou 
a terceira semana. Considerando IgG a resposta mais regular, 
apesar de ser a ultima a surgir, deve ter fun^ao confirmatoria, 
podendo permanecer positiva por periodos extensos, mesmo 
muito tempo apos a infec^ao. 30 

O emprego do ELISA utilizando peptidios sinteticos como 
antigeno tambem tem sido descrito. 31 O reconhecimento de 
que a proteina PI (165 a 170 kDa) e o imunogeno proteico 
principal da especie e em razao de seu sequenciamento recente, 
muitos testes vem sendo desenvolvidos utilizando fra^oes pro¬ 
teicas purificadas dessa proteina. Antigenos de alto peso mole¬ 
cular foram utilizados em varios testes ELISA. 32,33 

Tais testes possibilitaram detectar varia^ao dos niveis de 
anticorpos entre fase aguda e convalescente em pacientes 
com PAP. Embora tenha sido demonstrado que duas regioes 
do peptidio PI entre leucina 801 e leucina 1139, contem epi- 
topos reativos, foi verificado que estas tambem apresentam 
alguma homologia com sequencias conhecidas do antigeno 
de 140 kDa de M. genitalium , especie que tambem pode ser 
encontrada no trato respiratorio. 34 

De qualquer modo, reservas a parte, a utilizaqao desses 
antigenos sao perfeitamente possiveis no diagnostico de infec- 
^ao por M. pneumoniae. 

► Western blotting. Este metodo tem se constituido em um 
dos mais importantes metodo s de sorodiagnostico, uma vez 
que nao somente detecta anticorpos anti-M. pneumoniae, mas 
tambem possibilita a deteeqao, por meio do peso molecular, 
de cada antigeno envolvido. Varios estudos tem demonstrado 
que soro de pessoas com PAP na fase convalescente reconhece 
5 peptidios de pesos moleculares, variando de 35 a 170 kDa. 
O perfil sorologico especifico obtido confirma os resultados 
observados por ELISA e outros testes, propiciando tambem a 
seleqao de peptidios candidatos a antigeno de maior reativi- 
dade para ELISA. 35 * 36 

Apesar de o Western blotting poder ser utilizado como teste 
confirmatorio em casos em que sao observados altos titulos 


de anticorpos em pacientes sem pneumonia, o metodo nao e 
utilizado na rotina diagnostica pelas dificuldades de obten^ao 
de kits comerciais. 

► Aglutinagao com microparticulas | MAG assay (Serodia-Myco® II, 

Fujirebio, Japao). Neste teste particulas artificiais de gelatina sao 
sensibilizadas com componentes da membrana celular do M. 
pneumoniae e incubadas com diluiqoes seriadas do soro do 
paciente. A leitura e visual e de acordo com o fabricante; titulos 
> 40 sao considerados significantes. 

► Aglutinacao de latex (LA). Particulas de latex sao sensibili¬ 
zadas com antigeno total de M. pneumoniae (M. pneumoniae 
Serofast®, International Microbio, DBV, Franca). O teste e rea- 
lizado com soro do paciente diluido 1:10 e 1:40. O resultado e 
qualitativo, podendo ser expresso em crazes. Titulos iguais ou 
superiores a 20 sugerem infeeqao corrente ou previa. Titulos 
de 10 significam resultado negativo, porem, em pacientes com 
sintomas clinicos persistentes, o teste deve ser repetido apos 
7 a 14 dias. E de facil execuqao, e sua leitura pode ocorrer em 
3 min; e, por isso, recomendado como teste de triagem. 

Tecnicas moleculares 

» Hibrida^ao. As primeiras tecnicas com base em hibrida- 
qao foram desenvolvidas em 1982 e tratava-se de sondas de 
DNA. Os sistemas utilizados diferiam no formato, na revela- 
qao (radioativa ou nao radioativa) e, principalmente, no tipo 
de sonda. Genes da regiao 16S rRNA foram amplamente uti¬ 
lizados em sondas de DNA por varias razoes, tais como: de 
um a tres sets destes genes estao presentes nos micoplasmas, 
cuja sequ&ncia completa pode ser obtida para a maioria desses 
microrganismos, e incluem, alem de regioes altamente con- 
servadas, a existencia de dominios variaveis, possibilitando a 
seleqao de sondas especificas e nao especificas. 

Alem do mais, vale lembrar que na celula ha cerca de 
10.000 copias de moleculas de rRNA. Sondas que consis- 
tem em genes de rRNA tem sido propostas para deteeqao de 
Mycoplasma pneumoniae. Kits comercializados pela Gene- 
Probe (San Diego, CA, EUA), que utilizam a metodologia, 
ainda nao estao disponiveis em nosso mercado. Em decorren- 
cia da relativa falta de sensibilidade desta tecnica (10 3 a 10 4 
CFU para kits de primeira geraqao), a rea^ao em cadeia da 
polimerase (PCR , polymerase chain reaction ) substituiu-a com 
vantagens. 37 

► PCR. O primeiro registro sobre a aplicaqao de PCR no diag¬ 
nostico de infecqoes micoplasmicas referiu-se a deteeqao de M. 
pneumoniae e foi publicado em 1989 Primers especie-especi- 
ficos tem sido escolhidos dentre varios genes que codificam as 
proteinas de interesse. No caso de M. pneumoniae, o gene que 
codifica a adesina P1 e o mais frequentemente utilizado. 

► PCR em tempo real (real time PCR). As altas taxas de morbi- 
dade e ocasionalmente de mortalidade em pacientes com PAP 
(pneumonia atipica primaria) tem reforqado a necessidade de 
rapidez no diagnostico da infeeqao micoplasmica para que o 
tratamento possa ter inicio. Atualmente, o uso da PCR em 
tempo real incorpora a deteeqao de sinais enquanto ocorre a 
amplificaqao. Para isso, utilizam-se oligonucleotidios e sondas 
especificas que emitem fluorescencia a cada hibridaqao e a cada 
passo da amplificaqao. Por detectar regioes especificas, essa 
tecnica possibilita uma rapida e precisa quantificaqao. Estudos 
recentes tem visado otimizar testes PCR em tempo real para 
deteeqao do microrganismo em amostras respiratorias. 

Recentemente, tem sido otimizados ao menos 3 testes PCR 
em tempo real para deteeqao de M. pneumoniae em amostras 
respiratorias durante surtos da doen^a. Os estudos tem utili¬ 
zado a detect ao do gene da toxina CARDS ( community-acqui - 
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red respiratory distress sydrome ) e gene de ATPase, tendo sido 
selecionadas como alvos a toxina Mp 181 (CARDS) e duas 
ATPases (Mp3 e Mp7). Os testes demonstraram que a detec- 
^ao de Mpl81, gene da toxina CARDS, revelou ser de grande 
importancia como marcador na detectao de DNA do M. pneu¬ 
moniae em amostras respiratorias, podendo, e claro, ter seus 
niveis de confian^a aumentados ao se introduzir simultanea- 
mente a determina^ao de Mp3 e Mp7. 39 

O uso destes testes pode tornar possivel a rapida identifi- 
ca^ao de M. pneumoniae em casos de surtos de PAP. Todavia, 
os mesmos ainda estao em fase de implementa^ao e, portanto, 
nao tern sido empregados na rotina diagnostica laboratorial. 

- Micoplasmas colonizadores do trato urogenital 

Dentre as varias especies do genero Mycoplasma, tres delas 

- M. hominis, M. genitalium e M. fermentans - ocorrem no 
trato urogenital de adultos e tern sido associadas a varias 
doen^as humanas. 

As especies do gSnero Ureaplasma, U. parvum e U. urealyti- 
cum sao, assim como M. hominis, de longe as mais isoladas do 
trato geniturinario, e a elas tern sido atribuida uma participa- 
<~ao efetiva em uma variedade de condi^oes cllnicas, dentre as 
quais as que envolvem a gravidez, o recem-nascido e o feto. 

Enquanto as especies do genero Mycoplasma nao apre- 
sentam perfis bioquimicos significativamente diferentes uns 
dos outros, o que dificulta sua identifica^ao bioqmmica, o 
genero Ureaplasma, por sua vez, apresenta a capacidade unica 
de hidrolisar ureia para obter energia, o que o diferencia dos 
demais. 

Os micoplasmas raramente se disseminam para outros 
orgaos, a menos que haja uma falha no sistema imune do 
paciente. Algumas especies, como M. genitalium, contem uma 
organela que facilita a citoaderencia enquanto, no caso de M. 
hominis e Ureaplasma spp., a aderencia ocorre por meio de 
proteinas, ainda nao completamente caracterizadas. 4 

M. hominis apresenta um antigeno associado a aderencia 
(Vaa) que exibe varia^ao de tamanho e de fase (varia 9 ao na 
expressao de determinadas proteinas) e e altamente imunoge- 
nico. Presume-se que a alta variabilidade de Vaa sej a importante 
para a adapta^ao do microrganismo a varios hospedeiros. 

Similarmente a Vaa de M. hominis, o antigeno MB (banda 
multipla), encontrado nas especies do genero Ureaplasma, 
tambem e imunogenico e apresenta alta taxa de varia^ao de 
fase, podendo estar envolvido na estimula^ao da resposta 
inflamatoria do hospedeiro, apresentando tambem varia^oes 
de tamanho, sobretudo em isolados de processos invasivos. 
Cada sorotipo de Ureaplasma contem multiplos genes MBA, 
e aiguns sorotipos contem multiplas copias do mesmo tipo de 
gene MBA. As varia^oes nos antigenos MBA tern sido utiliza- 
das como base para a separa^ao das duas especies do genero. 4 

M. fermentans tambem nao tern estrutura terminal de ade¬ 
rencia, mas apresenta importantes proteinas de superficie de 
membrana, que medeiam a fusao celular, a citoaderencia e a 
varia^ao antigenica. 40 

Tanto M. hominis quanto as especies do genero Ureaplasma, 
U. urealyticum e U. parvum, podem induzir inflama^ao em 
humanos, principal fator envolvido na produ^ao e manifesta- 
9 §o de doen^a clinica. 

Produtos de secre^ao, tais como amonia, gerada do meta- 
bolismo da arginina por M. hominis e da ureia por Ureaplasma 
spp., podem produzir um efeito citotoxico local. A produ^ao 
de urease por ureaplasmas tern sido implicada na produ^ao 
de calculos urinarios e, embora a produ^ao de IgA proteases 


e fosfolipases por ureaplasmas tenha sido descrita ha muitos 
anos, o estudo dos genomas de varios sorotipos nao revelou os 
genes responsaveis pela codifica^ao dessas enzimas. 41 

A especie 17. parvum, contudo, apresenta em seu genoma 
genes para duas hemolisinas, justificando assim sua a^ao sobre 
hemacias e outras celulas do hospedeiro. 9 

► Mycoplasma hominis. Foi o primeiro micoplasma humano 
descrito, tendo sido isolado, em 1937, de um abscesso de glan- 
dula de Bartholin por Dienes e Edsall. A epoca, o relato fazia 
uma correla^ao entre o microrganismo em questao e as espe¬ 
cies que vinham sendo isoladas de animais, sugerindo ser o 
isolado um caso tipico de contaminaqao. Em 1940, o proprio 
Dienes, fazendo um estudo amplo da flora micoplasmica geni¬ 
tal feminina, concluiu estar diante de uma especie humana. 42 

M. hominis e um microrganismo oportunista e que reside, 
como comensal, no trato urogenital inferior, o que gera, algu¬ 
mas vezes, duvidas sobre seu real papel patogenico. Contudo, 
a existencia de dados probatorios confirma a participaqao da 
especie na doen^a pelvica inflamatoria, febres pos-parto e pos- 
aborto, tendo sido ainda associado a casos de vaginose bac- 
teriana, entre outras. Em recem-nascidos pode causar pneu¬ 
monia, meningite e abscessos, tendo sido tambem implicado 
em infec^oes extragenitais, especialmente em pacientes imu- 
nocomprometidos. 41 

Uma das possiveis razoes dessa dubiedade quanto a real 
patogenicidade de M. hominis e a heterogeneidade da especie. 

Christiansen et al. (1987), utilizando sondas geneticas 
para detec^ao de Mycoplasma spp., notaram que a especie 
M. hominis apresentava grande polimorfismo. Jensen et al. 
(1998), estudando cepas de M. hominis isoladas de diferentes 
pacientes, empregando SDS-PAGE e pulsed-field electrophore¬ 
sis , concluiram que estas eram heterogeneas. Diante disso, os 
autores correlacionaram a heterogeneidade da especie a uma 
capacidade personalizada de adapta^ao ao sistema imune do 
hospedeiro. 43,44 

Varios sao os metodos empregados na detec^ao da diver- 
sidade genica de micoplasmas isolados de materials clinicos: 
analise de restri^ao, eletroforese de campo reverso, pulsed- 
field electrophoresis, amplified fragment length polymorphism 
(AFLP), hibrida^ao DNA-DNA, entre outras. Estas analises, 
de modo geral, requerem um longo tempo de execu^ao, muito 
material biologico, e seus resultados sao, algumas vezes, difi- 
ceis de serem interpretados. 45 

Considerando a RAPD (amplificaqao randomizada de DNA 
polimorfico) uma metodologia promissora como marcador 
biologico e a discutida heterogeneidade da especie M. homi¬ 
nis, foi introduzido, de maneira pioneira no Brasil, o referido 
metodo, para estudo das diferentes cepas isoladas de amos¬ 
tras cllnicas. Os resultados revelaram varios perfis diferentes 
intraespecie, corroborando o conceito de existencia de grande 
heterogeneidade intraespecie de M. hominis 46 (Figura 16.2 e 
Quadro 16.1). 

Os resultados observados demonstram a existencia de cinco 
perfis genomicos diferentes. As amostras 3 e 4 apresentaram 
perfis semelhantes entre si, e, da mesma maneira, as amostras 
6 e 8 tambem foram semelhantes. As amostras 2, 5 e 7 apre¬ 
sentaram perfis peculiares e proprios, nao similares a nenhum 
outro estudado. 

A heterogeneidade da especie se manifesta por substitui- 
£oes pontuais de nucleotidios e aminoacidos e muta^oes no 
genoma, resultando em uma varia^ao no tamanho do mesmo. 
Essa heterogeneidade intraespecie pode justificar a participa- 
^ao controversa de M. hominis em algumas doen^as, sobre¬ 
tudo nos casos de vaginose bacteriana. 
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Figura 16.2 Resultado da reagao de RAPD nascepasestudadas. 1, mar- 
cador de peso molecular de 100 pares de bases (pb) DNA Ladder; 2-8, 
cepas de Mycoplasma hominis. 46 


Quadra 16.1 ■ Relagao das cepas de M. hominis analisadas e numero 
de fragmentos observados apos reagao de RAPD. 


Cepa 

Quantidade de fragmentos gerados apos o RAPD 

I 2 

12 bandas 

3 

Sbandas 

4 

8bandas 

] 5 

7bandas 

I 6 

14 bandas 

7 

7 bandas 

I 8 

14 bandas 


Apesar de todo arsenal molecular disponivel para caracte- 
rizagao de microrganismos, dentre todas as especies de mico- 
plasmas com reconhecido papel patogenico para o homem, M. 
hominis (cepa PG21) e a unica que teve seu genoma sequen- 
ciado na Integra. 47 

► Ureaplasma Spp. O genero apresenta 14 sorotipos distintos 
e que foram agrupados, tomando-se como base a sequencia 
16S rRNA, em dois clusters ou biovariedades geneticamente 
relacionadas, e designadas, nos ultimos anos, como especies 
diferentes: Ureaplasma parvum (representada pelos sorotipos 
1, 3, 6 e 14) e Ureaplasma urealyticum, que compreende os 
demais sorotipos (2, 4, 5, 7, 8, 9, 10,11, 12 e 13). 

Muitos esforgos tern sido empreendidos com a finalidade 
de se determinar se uma ou outra especie apresenta papel mais 
relevante nas doengas humanas. Kasper et at, demonstraram 
que U. parvum foi isolado em concentragoes mais elevadas 
no liquido amniotico de pacientes com historico de coriam- 
nionite, ruptura prematura de membranas, parto prematuro, 
sepse e displasia bronquica. Houve ainda uma correlagao 
muito forte entre a carga bacteriana de Ureaplasma parvum e 
a resposta inflamatoria intensa caracterizada pela elevagao dos 
nfveis de IL-8 48 

Ja a especie Ureaplasma urealyticum tern sido atribuido 
papel significante nos casos de uretrites no homem. 

Epidemiologia 

Tanto Ureaplasma spp. como M. hominis surgem como ver- 
dadeiros comensais pertencentes a flora dos tratos geniturina- 
rios masculino e feminino. 


As altas taxas de colonizagao (40 a 70%) de Ureaplasma 
spp. no trato genital inferior de mulheres sexualmente ativas 
e assintomaticas tern dificultado o estabelecimento de relagao 
entre sua presenga e a real participagao nas doengas. 

Da mesma maneira, M. hominis tern sido detectado na 
vagina em aproximadamente 2/3 ou mais de mulheres com 
sintomas e em cerca de 10% de assintomaticas. 49 

A significance de tais achados baseia-se no numero de 
microrganismos da cepa isolada. O numero e traduzido 
por UFC/mf? (unidades formadoras de colonias por mi?) ou 
por CCU/m/' ( color changed unit!ml), sendo os criterios de 
avaliagao utilizados para analisar a relagao entre o numero 
de microrganismos isolados e seu papel no quadro clinico, 
dependentes da amostra clfnica estudada. Estes situam-se 
entre niveis minimos de concentragao, compreendidos entre 
10 3 e 10 4 CCU/mA 

Alguns autores consideram como concentragoes limi- 
trofes para ambos os microrganismos em secregoes vagi- 
nais, concentragoes S: 10 3 CCU/nU?, sendo S: 10 4 CCU/mi e 
> 10 3 CCU/m^ para casos de material endocervical e primeiro 
jato de urina, respectivamente. Para valores de Ureaplasma 
spp. em esperma devem ser considerados significantes con¬ 
centragoes ^ 10 3 CCU/m^. 50-53 

Patogenese 

Ureaplasma spp. tem sido implicado em uma serie de 
alteragoes gestacionais e infecgoes neonatais, e, em razao 
de sua alta prevalencia em gestantes, tem sido estudadas 
as relagoes entre a colonizagao pela especie e resultados 
da gestagao, tais como: partos prematuros, abortos, rup¬ 
tura prematura de membranas fetais, e nascidos com baixo 
peso. Dentre as varias hipoteses que tentam associar a 
infecgao placentaria e coriamnionite corn aumento de risco 
de partos prematuros e de natimortos, esta a sindrome de 
agressao da flora cervicovaginal. Embora nao sejam bem 
conhecidos os mecanismos que associariam a infecgao 
micoplasmica com prematuridade, sabe-se que algumas 
cepas de Ureaplasma spp. apresentam atividade de fosfoli- 
pases A e C endogenas, as quais poderiam atuar como fato- 
res de estimulagao uterina ao hidrolisar os fosfolipidios da 
placenta, produzindo acido araquidonico livre, precursor 
de prostaglandinas. 54 

A Figura 16.3 demonstra como a infecgao ureaplasmica 
intrauterina pode levar ao parto prematuro e a sequelas fetais 
(e tambem neonatais). 

Constatou-se experimentalmente in vitro que, alem de 
efeitos citopaticos sobre celulas, Ureaplasma spp. foi capaz 
de induzir alteragoes cromossomicas significativas, as quais 
variaram com a concentragao do microrganismo inoculado e 
com o sorotipo testado. 6 

Apesar de nao serem associados frequentemente a anoma- 
lias cromossomicas ou congenitas do feto, a alta frequencia de 
perfis cromossomicos anormais, em tecidos fetais abortados e 
infectados pelas especies tem sugerido a necessidade de mais 
estudos. 03 

Deve ser ainda considerado que cepas de Ureaplasma spp. 
podem produzir proteases especfficas para IgA, sendo especie- 
especificas. Desta maneira, a agao da IgA secretora em nivel de 
mucosa seria bloqueada, facilitando a agao do micoplasma e 
de outras bacterias frequentemente associadas. 

Varios estudos envolvem Ureaplasma spp., sobretudo a 
especie U. parvum e a M. hominis na sindrome respiratoria de 
recem-nascidos, principalmente aqueles nascidos com peso 
inferior a 1.000 g. y 
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Infecgao ascendente da 
vagina/cervice 


Infecgao transplacentaria 
ou hematogenica 


▼ 


infecgao iatrogenica 
(amniocentese) 


Infecgao uterina 

(deciduite, corioamnionite, funisite) 


Infecgao do 
Ifquido amniotico 
por Ureaplasma spp., 

por ascensao do -► 

microrganismo ou 
por via hematogenica 

T Leucocitos; IL-1; IL-8; TNF-a 
T Prostaglandinas 
T Fosfolipases 


Corioamnionite 
Nascimento prematuro 


T 


* 


Reconhecimento do 
patogeno e da resposta 
imune inata 


▼ 


Desenvolvimento pulmonar imaturo 
1 Surfactante 

Desregulagao na produgao de citocinas 


Resposta inflamatoria . 

Resposta inflamatoria 



materna 

fetal 

▼ ▼ 


T 

Produgao de 
prostaglandinas 
e liberagao de 
PGE 2 , PGF2a 


Produgao de citocinas 

pro-inflamatorias - 

(IL-ip, IL-6, IL-8, TNF-a) 

1 1 ,r 

Reestruturagao Dano Displasia 

da cervice e cerebral broncopulmonar 

membranas 
fetais (matriz 
metaloproteinase, 
leucocitos) 

i 


Sofrimento respiratorio e injuria pulmonar 

1 

Displasia broncopulmonar 

Figura 16.4 Esquema do envolvimento de Ureaplasma spp. na patoge- 
nese da displasia broncopulmonar. Adaptada de Waites etai, 2005. 41 

tados anticorpos anti-M. hominis em praticamente todos os 
casos. Platt et al. relataram uma associagao entre o aumento de 
4 vezes nos niveis de anticorpos micoplasmicos e a elevagao de 
temperatura apos parto vaginal. 41 
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Figura 16.3 Provaveis mecanismos pelos quais Ureaplasma spp. pode 
invadir a cavidade intra-arrmiotica, produzir resposta inflamatoria e 
iniciar o trabalho de parto prematuramente. Adaptada de Waites et 
al., 2009. 9 


O isolamento de micoplasmas nas vias respiratorias aumenta 
a probabilidade de desenvolvimento de doenga pulmonar cro- 
nica com quadra de pneumonia interstitial, podendo evoluir 
para hipertensao pulmonar persistente.Tais dados clinicos sao 
sustentados pela detecgao simultanea de anticorpos sericos 
contra Ureaplasma spp. 

Diante de varias evidencias clinicas, tern sido sugerido que 
muitas infecgoes respiratorias causadas por micoplasmas sao 
adquiridas ainda no utero. A Figura 16.4 enfatiza algumas si- 
tuagoes observadas nos casos de displasia broncopulmonar 
causada por Ureaplasma spp. 

Ureaplasma spp. e M. hominis tambem podem estar envoi- 
vidos em casos de meningite no recem-nascido, apresentando, 
no exame do liquor, perfil semelhante ao encontrado em infec¬ 
goes bacterianas. 

Existem evidencias do envolvimento de M. hominis em 
casos de doenga pelvica inflamatoria (PID), tendo sido isolado 
em aproximadamente 10% das mulheres com salpingite diag- 
nosticada por laparoscopia, estando ainda bem estabelecido 
seu papel na etiologia das vaginoses bacterianas. 9 

M. hominis tern sido tambem isolado em 10% das hemo- 
culturas de pacientes com febre pos-parto, tendo sido detec- 


Diagnostico laboratorial 

Culture 

Dentre os metodos para o diagnostico tanto de M. hominis 
quanto de Ureaplasma spp., as tecnicas de cultivo sao ainda as 
preconizadas. Para tanto, dentre as amostras clinicas a serem 
utilizadas, destacam-se o material do fundo de saco de Douglas 
e o material cervical, ambos obtidos apos remogao do material 
vaginal com solugao fisiologica esteril. Para a coleta, poderao 
ser utilizados swabs neutros, nao sendo recomendado o uso 
de cotonetes. O material assim obtido devera ser colocado em 
meio de transporte A 3xb e processado, podendo ser mantido 
em geladeira por no maximo 48 h, nao tendo sido observa¬ 
das perdas significativas na viabilidade dos microrganismos. 
A semeadura, seguida de incubagao em microaerofilia, devera 
ser feita nos meios liquidos U 10 (para ureaplasmas) e MLA 
(meio liquido de arginina para M. hominis ) seguida da carac- 
terizagao colonial em meio solido A 7 . Os meios utilizados A 7 
e U I0 podem ser adquiridos comercialmente e a identificagao 
devera ser seguida de quantificagao dos isolados pela tecnica de 
microtitulagao. A Figura 16.5 apresenta algumas colonias das 
especies M. hominis e Ureaplasma spp. em meio solido A 7 . 56>57 

Varios sao os kits existentes em nosso meio, podendo ser 
citados os da International Microbio, que comercializa o 
Mycofast®, o Mycoplasma 8, DUO da Sanofi Pasteur, Franga, e o 
Mycoplasma®IST da BioMerieux, Franga. Tais testes possibili- 
tam, alem da identificagao da especie e quantificagao da mesma, 
a demonstragao da sensibilidade da especie frente a determina- 
dos antibioticos. 

No mercado pode ser encontrado o kit Mycofast 81 ABG, 
International Microbio, o qual fornece o antibiograma da cepa 
testada, correlacionando-o com os valores do MIC (concen- 
tragao inibitoria minima). 

Detecgao de anticorpos 

Considerando a baixa imunogenicidade dos micoplasmas 
no trato geniturinario, metodos que envolvem a detecgao de 
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Figura 16.5 A. Colonias de Ureaplasma spp. em meio solido A 7 (aumento de 400x). B. A esquerda, colonia de Mycoplasma hominis e, a direita, 
numerosas colonias de Ureaplasma spp. (cone. >10 3 UFC/mf), envolvendo celulas do epitelio cervical. C. Colonias de Mycoplasma hominis em 
meio solido A 7 (aumento lOOx). Cortesia do Laboratorio de Micoplasmologia da FCF-USP. 


anticorpos nao tiveram exito na rotina diagnostica. Alguns 
dos metodos para o sorodiagnostico tiveram sua utiliza^ao 
limitada em razao da nao concordancia entre o numero de 
microrganismos isolados e a deteeqao de anticorpos sericos. 
E importante ressaltar a importancia da titula^ao dos isolados 
de amostras clinicas do trato geniturinario, uma vez que e alta 
a frequencia com que o microrganismo aparece como mero 
colonizador. 

Desta maneira, somente as taxas de infeeqao significantes 
deverao ser consideradas e, no caso de detec<^ao de anticorpos, 
nao fica clara a rela^ao entre colonizaqao versus anticorpos 
versus doenqa. 

Apesar disso, alguns autores tern tentado correlacionar a 
deteeqao de altos titulos de anticorpos anti- Ureaplasma spp. 
em gestantes com resultados adversos da gestaqao. 58 

As tecnicas sorologicas contribuem de alguma maneira 
para o diagnostico quando a infeeqao ureaplasmica ocorre em 
outras regioes anatomicas, como, por exemplo, nos casos de 
pneumonias neonatais e septicemias. 

Dentre as tecnicas existentes, as mais frequentemente utili- 
zadas sao o ELISA e a tecnica de inibi^ao de metabolismo. No 
ELISA os valores considerados positivos variam com a padro- 
nizaqao de cada laboratorio, uma vez que ainda nao se dispoe 
de kits comerciais. Por outro lado, a International Microbio 
comercializa o kit Mycofast* screening evolution 2 complement, 
cujo principio do metodo e o da inibiqao de metabolismo. Esta 
tecnica, contudo, podera sofrer leve interference durante o 
tratamento dos pacientes, decorrente da medica^ao empre- 
gada. 

Tecnicas moleculares 

► PCR. A utiliza^ao da PCR tambem tern sua aplica- 
qao nos casos em que a quantificaqao do microrganismo 
nao e necessaria e em que os achados de Ureaplasma spp. 
e/ou M. hominis, por si sos, sejam indicatives de doen^a. 
Varios sao os primers utilizados para identifica^ao de tais 
especies e em esquemas de sorotipagem para Ureaplasma 
spp. Neste ultimo caso, o emprego de algoritmos adequa- 
dos pode caracterizar a maioria dos sorotipos, possibili- 
tando atribuir a real representatividade das especies U. 
parvum e U. urealyticum no quadro das doen^as do trato 
geniturinario. 51 ’ 59 

► PCR em tempo real (real time PCR). Testes de PCR em tempo 
real t£m sido otimizados para detectar tanto as especies 
Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum e Mycoplasma 
hominis, em amostras do trato urogenital e tambem em outras 
amostras clinicas. 60,61 


" Especies menos frequentemente isoladas 
do trato urogenital 

Mycoplasma genitalium 

Descrito pela primeira vez em 1981, apos seu isolamento 
de amostras uretrais de dois individuos homossexuais, tern no 
seu cultivo um desafio constante. Apesar da tentativa de utili- 
za^ao de sondas de DNA para sua detec^ao, a PCR demons- 
trou ser mais sensivel. 62 

Patogenese 

Em individuos com uretrites nao gonococicas e com PCR 
positiva para M. genitalium , tern sido detectada, por ELISA, 
a presen^a de anticorpos anti-M. genitalium, o mesmo nao 
tendo sido observado em individuos livres de uretrites e com 
PCR negativa. Varios trabalhos tern sugerido estar este micror¬ 
ganismo fortemente associado a casos de uretrite nao gonoco- 
cica aguda. Na mulher, nao parece estar associado a vaginose 
bacteriana, apesar de ser detectado por PCR no trato genital 
feminino inferior de pacientes sob tratamento em clinicas de 
doen^as sexualmente transmissiveis em taxas de 7 a 20%. 63 

Sua detec^ao por meio da PCR em tempo real tern sido uti- 
lizada principalmente em casos de determina^ao de especifi- 
cidade do teste. 39 

Em decorrencia de seu isolamento tambem de amostras 
do trato respiratorio e de seu imenso potencial patogenico, 
seu real papel nas doen^as respiratorias deve ser considerado. 
Contudo, as semelhan^as antigenicas com Al. pneumoniae tern 
dificultado a interpreta^ao dos testes sorologicos em conse- 
quencia da observa^ao de reaqoes cruzadas. 64 

Deste modo, a detec^ao da especie em amostras uretrais 
de pacientes com queixa clinica de DST tem sido pelo menos 
um indicativo da sua participa^ao nas doenqas do trato geni¬ 
turinario. 

- Micoplasmascomocofatoresdo HiV| 

M. fermentans, M. pirum e M. penetrans 

A persistencia do HIV no hospedeiro esta associada ao 
estado de ativaqao cronica do sistema imune e cuja progressao 
varia de um individuo para outro. 

Dentre os fatores propostos que justificariam tais diferen- 
qas, estao: aqueles relativos ao virus (diferenqas de virulencia 
entre as cepas do HIV, carga viral etc.), ao hospedeiro (idade, 
genetica, vias de inocula^ao, historia de vida) e a coexistdncia 
com outros agentes infecciosos. Embora haja uma estimula^ao 
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do sistema imune durante um processo infeccioso, no caso de a 
infec^ao pelo HIV esta ativa^ao persiste, assumindo um cara- 
ter de cronicidade responsavel por graves efeitos deleterios no 
hospedeiro. 

Definidos como agentes oportunistas, os micoplasmas tern 
sido considerados cofatores do HIV, apos analise do carater 
silente e da cronicidade das infec^oes, aliada a maior soropre- 
valencia de determinadas especies em individuos portadores 
de AIDS. 65 - 66 

M. fermentans, M. pirum e M. penetrans tern sido as especies 
mais frequentemente relacionadas com a coinfec^ao, podendo 
levar a drasticos efeitos modulatorios sobre o sistema imune, 
pela indu<;ao de ativa^ao de linfocitos T ou B, secre^ao de cito- 
cinas e/ou pela produ^ao de superantigenos. Segundo Nir-Paz 
et al., componentes de membrana de M. penetrans e M. fer¬ 
mentans podem ativar in vitro a expressao genica do HIV de 
maneira dependente da regiao LTR; isto seria consequencia do 
acumulo de radicais livres de oxigenio, resultando na eleva^ao 
de NF-kB, ativador do HIV por esta regiao. 67,68 

Epidemiologic! e diagnostic laboratorial 

M. fermentans foi a primeira especie de micoplasma iso- 
lada de paciente com AIDS, e a denomina^ao M. incognitas a 
ele atribuida inicialmente passou a ser a denomina^ao de uma 
variante da especie, M. fermentans var. incognitus. Seguiram-se 
varios isolamentos de M. fermentans tanto em pacientes HIV- 
positivos como tambem em HIV-negativos, deixando duvidas 
quanto a sua importancia na patogenese das doen^as huma- 
nas. Estas duvidas ate hoje permanecem, razao da necessidade 
de intensifica^ao de estudos sobre a especie. 

Duas outras especies de micoplasmas foram tambem isola- 
das de pacientes HIV-positivos. Enquanto M. pirum foi rara- 
mente detectado em sangue de pacientes HIV-positivos, M. 
penetrans, pela frequencia e pelo grande potencial patogenico 
demonstrado in vitro, parece ser um forte candidate a cofator 
do HIV. 65 

Varios estudos epidemiologicos tern demonstrado alta fre¬ 
quencia de anticorpos anti-M. penetrans associada a pacien¬ 
tes HIV-infectados (20 e 40% em pacientes sem sintomas e 
com AIDS, respectivamente), quando comparada a indivi¬ 
duos HIV-negativos (0,3 a 15,5%) por ELISA usando LAMP 
{lipid associated membrane proteins ) como antlgeno, sendo as 
protemas de 38 e 42 kDa as imunodominantes. 69 


Deteqao de anticorpos 

Em estudos recentes realizados no Brasil por nosso 
grupo, detectaram-se, por meio de ELISA-LAMP, em indi¬ 
viduos HIV-positivos, as seguintes taxas de anticorpos anti- 
M. penetrans: IgG em 25,5%, IgM em 3,8% e IgA em 15,1%. 
Tais resultados comparados com aqueles obtidos com um 
grupo DST e grupo controle revelaram os valores: 17,3% 
para IgG; 9,1% para IgM; 17,3% para IgA; e de 1,2% para 
IgG; 5,8% para IgM; e 1,2% para IgA, respectivamente. 
Quanto aos nlveis de IgG, nao houve diferen^as estatlsti- 
cas significantes entre os grupos HIV-positivo e DST, sendo 
significativamente mais alta que o grupo controle. Para IgM 
nao houve diferen^as estatlsticas significativas entre os tr£s 
grupos. Referindo-se aos nlveis de IgA, tanto no grupo 
HIV-positivo quanto no grupo DST, foram significativa¬ 
mente mais altas do que aquelas observadas no grupo con¬ 
trole, nao havendo diferen^as, contudo, entre si. Apesar de 
varios de nossos resultados com pacientes HIV-positivos 
serem concordantes com os observados na literatura inter- 
nacional, o mesmo nao se observou quando foi analisado o 
grupo DST. 69 

Culture 

As tecnicas de cultivo tern se mostrado fastidiosas e mui- 
tas vezes ineficientes para o diagnostico de algumas espe¬ 
cies emergentes, tais como M. genitalium, M. fermentans e 
M. penetrans. Os meios de cultura utilizados sao complexos 
e pouco ou nenhum e o sucesso de isolamento de tais espe¬ 
cies. Diante das dificuldades inerentes ao cultivo, as tecni¬ 
cas de biologia molecular sao o principal instrumento dis- 
ponlvel de detec^ao destas especies. O Quadro 16.2 mostra 
alguns exemplos de aplica^ao da PCR para detec^ao de 
micoplasmas. 

Diante das inumeras evidencias do envolvimento dos 
micoplasmas nas doen^as humanas, alicer^adas em seus fato- 
res de virulencia e nos altos Indices de infectividade, fica clara 
a importancia de seu estudo. 

O emprego de tecnicas moleculares deu uma nova luz no 
diagnostico das varias especies humanas, possibilitando a 
detec^ao desses microrganismos em diferentes amostras cll- 
nicas, possibilitando melhor visualiza^ao entre a sua presen^a 
e a doen^a. 


Quadro 162 ■ PCR de micoplasmas e respectivas sequences detectadas. 


Micoplasma 

SequSncia detectada 

Referendas bibliograficas 

M pneumoniae 

Adesina PI 

70,71 

M. genitalium 

Adesina MgPa 

71,72,73 

Ureaplasma urealyticum 

Gene urease 

Gene 16S rRMA 

45 

Ureaplasma parvum 

| MBA 

59 

M. fermentans 

Elemento \S-like 

91 

M. hominis 

Gene 16S rRMA 

75,76 

M. penetrans 

Gene 16S rRMA 


M. pirum 

Gene 16S rRMA 

77 


Adaptado de BMwetaL, 1997. 64 
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► Introdugao 

A leptospirose £ uma antropozoonose encontrada em pra- 
ticamente todas as regioes do planeta. Incide com maior fre- 
quencia nas regioes tropicais e subtropicais, onde as condit^oes 
ambientais sao propicias para que ocorra a sua manuten^ao e 
a transmissao da cadeia epidemiologica. Acarreta serios danos 
a saude humana e veterinaria, com repercussoes economicas 
e, consequentemente, sociais. 

Recentemente, a leptospirose foi reconhecida como uma 
das doen^as infecciosas reemergentes, tanto nos paises desen - 
volvidos, industrializados, como nos em desenvolvimento. 

A doen^a em humanos foi descrita pela primeira vez em 
1880, no Cairo, por Larrey, embora haja evid&icias de sua 
ocorrencia ha muito mais tempo. Em 1886, Adolf Weil a 
descreveu como sindrome, e somente em 1915, o seu agente 
etioldgico foi isolado por Inada e Ido. Nesse mesmo ano, 
Miyasjima constatou a presen^a de espiroquetas nos rins de 
ratos do campo ( Microtus montebelloi), concluindo que os 
ratos do campo e domesticos eram os reservatorios naturais 
das leptospiras. 

As leptospiras sao bacterias aerobicas estritas, da ordem 
Spirochaetales, da familia Leptospiraceae e do genero Leptospira. 
Estas bacterias tern forma helicoidal, com uma ou ambas as 
extremidades em formato de gancho, medindo de 10 a 20 pm 
de comprimento; sao delgadas, moveis, propelidas por dois 
flagelos (FlaA e FlaB) contidos no envelope externo (periplas- 
maticos), responsaveis pela motilidade. 

O envelope externo e composto por proteinas, lipidios e 
lipopolissacaridios, concentrando grande parte dos seus anti- 
genos. As especies classicamente aceitas sao 13 patogenicas 
para o ho mem e animals: L. alexanderi, L. alstonii (genomaes¬ 
pecie 1), L. borgpeterseniU L. inadai , L. interrogans , L.faineU L. 
kirscheneri , L. licerasiae, L. noguchU L. santarosai, L. terpstrae 
(genomaespecie 3), L. weilii e L. wolffii, com mais de 260 soro- 
vares. As nao patogenicas (saprofitas) sao seis: L. biflexa , L. 
meyeri , L. yanagawae (genomaespecie 5), L. kmetyi , L. van- 
thielii (genomaespecie 4) e L. wolbachii com mais de 60 soro- 
vares. A classificaqao da sorovariedade de leptospira e funda- 
mentada na expressao dos epitopos de superficie, formando 
um mosaico de antigenos lipopolissacaridicos (LPS), em que 
a especificidade de cada epitopo depende da composi^ao e da 
orienta^ao de cada a^ucar. Os LPS sao considerados os princi¬ 
pals antigenos dessas bacterias, estrutural e imunologicamente 
similares aos dos microrganismos gram-negativos. 

As leptospiras sao mantidas na natureza principalmente 
nos mamiferos, embora ja tenha sido isolada de repteis, anfi- 
bios, peixes, passaros e invertebrados. Estes animais, tanto os 
silvestres como os domesticos, podem tornar-se portadores 
das leptospiras por longos periodos ou ate mesmo por toda a 
vida, albergando-as no aparelho urinario e eliminando-as pela 
urina para o meio ambiente, constituindo fonte de infec^ao 
para animais suscetiveis, inclusive o homem. O homem e ele- 
mento acidental e casual, fechando o ciclo e interrompendo a 
cadeia de transmissao da leptospirose; ele nao se torna porta- 
dor da bacteria. 

No Brasil, as caracteristicas epidemiologicas da leptospirose 
sao diferentes daquelas encontradas em outros locals, onde ela 
e predominantemente doen^a profissional ou recreational, na 
forma epidemica. Neste pais, a doen^a e endemica nos gran- 
des centres urbanos, com exacerbates epidemicas em deter- 
minadas epocas do ano, por ocasiao das grandes enchentes. 
A transmissao da doen^a pode ocorrer de maneira direta pela 


mordedura, contato com sangue, tecidos, orgaos e urina de 
animal infectado ou de maneira indireta, a mais frequente, 
pelo contato com agua, lama, solo e vegeta^ao umidos, lixo 
e alimentos contaminados com leptospiras integras. A infec- 
<;ao inter-humana e congenita pode ocorrer, embora seja 
raramente observada. A leptospirose acomete com maior fre- 
quencia adultos j ovens na faixa etaria de 20 a 40 anos e carac- 
teriza-se por sintomas como febre, cefaleia, calafrios, mialgia, 
sufusao conjuntival e menos frequentemente por meningite, 
erup^ao cutanea, ictericia e insuficiencia renal. Essas ultimas 
fazem parte da forma grave da doen^a. 

Os sintomas, na fase aguda, podem ser bifasicos: a primeira 
fase e a septicemica, com dura^ao de 4 a 7 dias, e a segunda, 
imunologica, que pode durar de 1 a 3 semanas, cujas carac¬ 
teristicas sao o desaparecimento das leptospiras da corrente 
sanguinea e o inicio da elimina^ao dessas bacterias pela urina. 
Na segunda fase, ha a participa^ao da imunidade, principal¬ 
mente a humoral. 

As leptospiras patogenicas penetram atraves da pele e das 
mucosas, alcan^am rapidamente a corrente sanguinea e, sub- 
sequentemente, todos os sitios organicos, incluindo o sistema 
nervoso central e o humor aquoso. 

As toxinas e as enzimas produzidas pelas leptospiras parti- 
cipam na fisiopatogenia da doen^a, que tern como substrata a 
agressao do endotelio vascular e a lesao capilar, resultando em 
intensa vasculite generalizada. 

O periodo de incuba^ao da leptospirose dura em media de 
10 a 14 dias, com extremos de 2 a 26 dias. O inicio da doen^a 
e subito, e o acometimento organico, muito variado, podendo 
ocorrer infec^ao assintomatica, mas leve, com sintomas pare- 
cidos com os da gripe e de involu^ao espontanea, ou infec^ao 
grave, que ocorre em 5 a 10% dos individuos infectados, em 
que podem estar presentes mialgia generalizada decorrente da 
rabdomiolise, fenomenos hemorragicos graves associados a 
plaquetopenia, hipovolemia, hipotensao, ictericia, insuficien¬ 
cia renal aguda, insuficiencia respiratoria aguda, hemoptise 
que pode evoluir de forma maci^a e asfixiante, miocardite, 
arritmias cardiacas, meningite, encefalite e acometimento de 
outros orgaos que tambem podem levar a morte. 

As manifesta^oes clinicas da leptospirose sao pleomorficas, 
determinando amplo espectro de sinais e sintomas, passiveis 
de serem confundidas com outras patologias, e nem sempre 
tais manifesta^oes clinicas fornecem ao medico informa^ao 
que o fa^a pensar nesta doen^a. Na maioria das vezes, a hipo- 
tese diagnostica de leptospirose somente e estabelecida apos 
adequada investiga^ao dos antecedentes epidemiologicos do 
paciente. 

Os criterios diagnosticos indicativos para leptospirose 
humana preconizados pelo Centro de Controle e Preven^ao 
de Doen^as (CDC - Atlanta, EUA) sao: 

■ Isolamento da leptospira em cultura 

■ Aumento em 4x ou mais nos titulos da rea^ao de agluti- 
na^ao para leptospira em amostras de sore obtidas nas 
fases aguda e de convalescent^, coletadas com intervalo de 
tempo igual ou maior do que 2 semanas, processadas no 
mesmo laboratario 

■ Visualizat^ao da leptospira por imunofluorescencia em 
amostra clinica. 

Em paises como o Brasil, onde em muitas regioes nao se 
dispoe de laboratorio de saude publica ou se tern dificuldade 
para enviar as amostras biologicas ao laboratario de referen¬ 
da, contudo, os criterios aceitos para confirma^ao diagnostica 
sao mais flexiveis. 
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Os criterios para confirma^ao do caso suspeito preconizado 
pelo Ministerio da Saude sao: 

■ Isolaraento da bacteria em material biologico (sangue, 
urina ou liquor) 

■ Soroconversao, em 2 ou 3 amostras sericas coletadas com 
intervalos de 15 dias, e aumento dos titulos de 4 ou mais 
vezes na rea^ao de microaglutinaqao (MAT). 

Quando nao houver disponibilidade de 2 ou mais amos¬ 
tras, um titulo igual ou superior a 1:800 na MAT confirma o 
diagnostico. Titulos menores, entre 1:100 e 1:800, devem ser 
considerados de acordo com a situa^ao epidemiologica local: 

■ A macroaglutina^ao (SAT) ou ELISA-IgM positivos confir- 
mam o caso, quando nao for possivel a realiza^ao da MAT. 

Os casos suspeitos que evoluem para o obito sem con- 
firma^ao laboratorial poderao ser confirmados pela tecnica 
de imuno-histoqulmica para leptospirose em amostras de 
tecido. 

O tratamento dessa doen^a continua sendo a penicilina, e, 
nos casos em que esteja contraindicada, a segunda op^ao tera- 
peutica e a ampicilina, a doxicilina ou a tetraciclina. Tambem a 
ceftriaxona tern mostrado bom resultado terapeutico. 

A morbidade e a mortalidade diminuem com a imple- 
menta^ao de tecnicas rapidas de diagnostico que possibilitam 
o reconhecimento precoce da doen^a e consequentemente a 
institui^ao tambem precoce de medidas terapeuticas. 

► Diagnostico laboratorial 

Os exames laboratoriais na leptospirose humana sao de 
grande importancia no diagnostico, uma vez que as manifes- 
ta^oes clinicas sao polimorficas, com grande diversidade de 
sinais e sintomas, o que dificulta a confirma^ao diagnostica 
somente pela clinica, principalmente quando os antecedentes 
epidemiologicos sao vagos. 

Os materials biologico s utilizados para diagnosticar essa 
importante zoonose sao: sangue, liquido cefalorraquidiano 
(LCR), urina, saliva, exsudato peritoneal e pleural, bem como 
tecidos. Para que o diagnostico laboratorial seja bem-suce- 
dido, e importante observar tecnicas adequadas de coleta e de 
transporte dos materials biologicos. 

Para a solicita^ao dos exames laboratoriais, e preciso con- 
siderar que a doen^a apresenta comportamento bifasico. Na 
fase inicial, septicemica, as leptospiras podem ser encontradas 
no sangue, LCR e na maioria dos tecidos. Na segunda fase, 
imunologica, ha o aparecimento dos anticorpos sericos espe- 
cificos circulantes e tambem a elimina^ao das leptospiras na 
urina. As leptospiras podem se instalar no humor aquoso e no 
parenquima renal por longos periodos. Para a escolha dos exa¬ 
mes e a valida^o dos resultados, deve-se observar em qual das 
duas fases o paciente se enquadra e direcionar adequadamente 
a solicita^ao de exames, segundo a fase clinica (Figura 17.1). 
Assim, na primeira fase, deve-se buscar isolar a leptospira, 
enquanto, na segunda, o diagnostico pode ser comprovado 
somente pela resposta imunologica do individuo infectado. 

Os metodos laboratoriais empregados dividem-se em dire- 
tos e indiretos. Os diretos sao aqueles capazes de detectar o 
agente etiologico, Integra ou nao, viavel ou inviavel. Os meto¬ 
dos indiretos podem detectar marcadores imunologicos (anti¬ 
corpos) espedficos, produzidos pelo hospedeiro em resposta 
ao estimulo imunogenico determinado pelos diferentes epito- 
pos antigen! cos encontrados nas leptospiras. 



Dias de doenga 

Figura 17.1 Diagnostico laboratorial, conforme a evofu^ao das fases 
da leptospirose humana. 


- Metodos diretos para pesquisa do agente 
etiologico no material biologico 

Microscopic r de campo escuro ou tecnicas de Colorado de 
Giemsa ou de impregna0o pela prata 

Essas tecnicas nao sao recomendaveis devido as baixas sen- 
sibilidade e especificidade que fornecem, acarretando riscos 
de as leptospiras serem confundidas com filamentos de fibrina 
e proteina e/ou restos de estruturas celulares do individuo. 

Imunofluorescencia 

Imunofluo re s cencia empregando anticorpos monovalentes 
ou polivalentes antileptospira marcados com isotiocianato de 
fluoresceina e leitura em micro scopio de fluorescencia. Este 
metodo e pouco empregado por apresentar especificidade 
e sensibilidade inferiores as dos metodos de microaglutina- 
9&0 (microscopic agylutination test - MAT) e enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA). 

- Cultura para leptospiras 

O material biologico deve ser coletado em condi 96 es ade¬ 
quadas, por meio de tecnicas assepticas, preferencialmente 
antes da introduqao de antibioticos. 

Hemocultura 

Deve-se coletar 0,1 a 0,5 m£ (1 a 20 gotas) de sangue e 
inocula-lo em 3 a 4 tubos contendo meio de cultura pro- 
prio para leptospiras, meio semissolido de Ellinghausen- 
McCullough modificado por Johnson e Harris (EMJH), de 
Fletcher, Korthoff, Noguchi ou de Stuart, recentemente pre¬ 
parados. Volume grande de sangue semeado no meio de cul¬ 
tura pode inibir o crescimento, pela presen 9 a de anticorpos 
e/ou de antibioticos, e, para que isso nao ocorra, ha necessi- 
dade de diiuir o sangue no meio de cultura. Recomenda-se 
a coleta do sangue nos primeiros 5 dias de sintomas e a 
semeadura da seguinte maneira: nos tubos contendo 5 m^ 
do meio de cultura a temperatura ambiente, semeia-se 1 gota 
de sangue no primeiro tubo, 2 no segundo, 5 no terceiro e 10 
no quarto. As culturas devem ser incubadas em estufa com 
temperatura entre 28 e 30°C, pois as leptospiras sobrevivem 
pouco em meio de cultura a 37°C. Inicialmente, a hemocul¬ 
tura devera ser inspecionada 1, 3 e 5 dias apos a semeadura 
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para certificar-se de que nao houve contamina^ao e se esta 
havendo crescimento de leptospira. O crescimento de con- 
taminantes na cultura de material biologico pode ser inibido 
acrescentando-se ao meio de cultura 5-fluoruracila, genta- 
micina, acido nalidixico ou rifampicina. As culturas devem 
ser observadas durante 30 dias, uma vez que pequenos ino- 
culos e cep as com pouca capacidade adaptativa ao meio de 
cultura podem levar maior tempo para o crescimento. As 
culturas somente poderao ser desprezadas apos 13 semanas 
de observa^ao. As culturas negativas somente deverao ser 
desprezadas apos exame final cuidadoso, incluindo micros - 
copia de campo escuro. A hemocultura e muito importante, 
pois o isolamento da leptospira tornara possivel a posterior 
identifica^ao do sorogrupo e do sorovar infectante. 

Os tubos que apresentarem crescimento das leptospiras 
devem ser imediatamente repicados em outros dois tubos con- 
tendo meio de cultura reccm- preparado, pois culturas prima- 
rias positivas podem, posteriormente, tornar-se nao viaveis. O 
ideal e repicar todas as culturas primarias 1 a 2 semanas apos 
a semeadura e essas subculturas serem tambem examinadas 
semanalmente. 

LCR 

Leptospiras podem ser isoladas do LCR nos primeiros 5 a 
10 dias de doenqa. Deve-se semear 0,5 m^ de LCR em 5 ml do 
meio de cultura semissolido (Fletcher). 

Urina 

Deve ser coletada assepticamente, a partir da segunda 
semana de doen^a, se possivel previamente alcalinizada, pois 
as leptospiras morrem rapidamente em contato com a acidez 
da urina. A alcaliniza^ao da urina pode ser obtida minis- 
trando-se ao paciente bicarbonato de sodio. A urina deve ser 
semeada, de preferencia, em meios seletivos especiais con- 
tendo antibioticos, para reduzir a contaminaqao. 

Teddos 

Devem ser cultivados nos primeiros dias de doenqa. 
Coletar assepticamente 1 g de tecido, macerar em aproxima- 
damente 5 ml de soluqao fisiologica ester il contendo antibio - 
tico (fluoruracila 100 pg/m^ ou neomicina 5 a 25 pg/mf). O 
sobrenadante deve ser inoculado em pequeno volume (0,1 a 
1 mQ na dilui^ao proxima de 1:100 com o meio, ou em dilui- 
<;6es seriadas, para reduzir os efeitos inibitorios das condi^oes 
anaerobicas decorrentes da autolise celular. O meio de cultura 
deve conter antibioticos (meio de Tween 80/40/lactoalbumina 
hidrolisado ou EMJH, contendo 0,15% de agar e 100 a 200 pg/ 
ml de 5-fluoruracila e 0,4 a 1% de soro de coelho). Os tecidos 
humanos, quando encaminhados para cultura, geralmente sao 
obtidos de necropsias, abortamentos e placentas. 

A detec^ao das leptospiras nas culturas deve ser realizada 
por meio do emprego de microscopia de campo escuro levan- 
do-se em consideraqao, para a identifica^ao, a morfologia 
tipica das leptospiras e sua motilidade. 

- Isolamento em animals de laboratorio 

Amostras de sangue, LCR, urina e suspensao de tecidos 
podem ser inoculadas intraperitonealmente em hamsters, 
cobaias e gerbis. As leptospiras podem ser encontradas no 
fluido peritoneal a partir do 3 s dia apos a inocula^ao, as vezes 
de modo transitorio. O fluido peritoneal e o sangue desses ani- 
mais poderao ser cultivados em meios de cultura. Os animais 
que sobreviverem a infeeqao poderao ser portadores das lep¬ 


tospiras em aproximadamente 14 a 28 dias apos a inocula^ao. 
Esse metodo e pouco empregado para diagnostico, sendo mais 
utilizado no laboratorio para a descontamina^ao de materials 
contendo leptospiras. As culturas que ficarao armazenadas por 
longo periodo devem ser preservadas em nitrogenio liquido, 
que, alem de possibilitar bons resultados, ainda preserva a 
virul£ncia da cepa. 

As culturas sao de grande interesse para confirma^ao diag- 
nostica e estudos epidemiologicos e de soroprevalencia. Para o 
medico assistente, que precisa de resposta rapida para instituir 
a terapeutica, contudo, as culturas pouco auxiliam, pois o cres¬ 
cimento das leptospiras e lento e incerto. 

- Metodos imunologicos 

Os metodos imunologicos para a detec^ao de anticorpos 
especificos sao os mais empregados no diagnostico laborato- 
rial da leptospirose. Em seguida, sao descritos os mais impor- 
tantes. 

Teste de microaglutina0o 

Ate o momento e o metodo preconizado pela Organiza^ao 
Mundial da Saude (OMS), considerado padrao tanto para 
detec^ao de anticorpos especificos encontrados no soro dos 
infectados, como na identifica^ao das cepas isoladas. Para a 
identifica^ao de cepas, empregam-se soros imunes produzidos 
em laboratories de referenda para leptospirose. 

No Instituto Adolfo Lutz, laboratorio de referenda 
regional para leptospirose, o teste de microaglutina^ao e 
realizado de acordo com as normas da OMS. Nesse teste, 
empregam-se culturas vivas de diferentes sorovares, repre- 
sentantes de diferentes sorogrupos de leptospira, cultivadas 
em meio EMJH com 6 a 8 dias de crescimento e utilizadas na 
concentraqao 0,5 da escala de McFarland. Para cada soro em 
estudo, sao rotineiramente utilizados os seguintes sorovares: 
andamana , australis, autumnalis, bataviae, butembo, cani - 
cola, castellonis, celledoni, copenhageni, cynopteri, djasiman, 
grippotyphosa, hebdomadis, icterohaemorrhagiae, javanica, 
panama, pomona, patoc, pyrogenes, shermani, tarassovi e 
wolffi. 

A leitura da rea^ao 6 realizada em microscopio de campo 
escuro equipado com objetiva de longo alcance. 

► Interpreta^ao dos resultados. Quando na dilui^ao 
1:100 do soro, considerada como teste de triagem, verifi- 
ca-se redu^ao do numero de leptospiras livres da ordem 
de 50% em rela^ao ao controle, este soro e titulado frente 
a este(s) sorovar(es), realizando-se desta maneira o teste 
quantitative. O soro e considerado reagente para um deter- 
minado sorovar quando o titulo 6 ^ 1:100. O ponto final 
do teste quantitative positivo e dado com a maior dilui- 
<^ao do soro em que houve aglutina^ao de cerca de 50% de 
leptospiras livres. Na interpreta^ao do resultado da MAT, 
muitas vezes considera-se como sorovar de Leptospira spp. 
causador da infec^ao aquele para o qual o soro do paciente 
apresenta maior titulo. No entanto, esta nao e uma pratica 
adequada porque existe rea^ao cruzada do anticorpo com 
varios sorovares. Se realizarmos a MAT em amostras de 
sangue obtidas em diferentes momentos da doen^a, pode- 
remos constatar altern&ncia dos maiores titulos entre os 
sorovares empregados na reaqao. 

Para a analise do LCR, sao utilizados 50 \il da amostra a 
1:1 e igual volume de suspensao antigenica, tornando-se 1:2 
na dilui^ao final. Um LCR e considerado reagente quando o 
titulo e ^ 1:2. 
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O MAT e de execu^ao trabalhosa, utiliza culturas vivas de 
diferentes sorovares de leptospiras, com risco de infec^ao aci- 
dental da equipe de trabalho; requer manuten^ao e repiques 
frequentes das culturas e condi^oes laboratoriais adequadas 
para essa finalidade. Por ser de execu^ao complexa, a tecnica 
consome muito tempo e a leitura e feita microscopicamente. 

Para interpreta<;ao dos resultados obtidos no MAT, e sem- 
pre aconselhavel a col eta de duas amostras de sangue com 
intervalo medio de 15 dias entre elas. Considera-se o caso 
comprovado laboratorialmente se houver aumento de titulo 
de 4 vezes (soroconversao) entre as duas amostras. Quando 
o titulo do soro na segunda amostra permanecer estavel sem 
soroconversao, o caso pode ser considerado presuntivo ou 
tratar-se de infec^ao ocorrida no passado. 

Os anticorpos detectados pelo MAT podem persistir por 
longo periodo com titulos altos como, por exemplo, 1:800. 
Em areas endemicas, como o nosso pais, e aconselhavel que se 
observe a soroconversao para confirma^ao diagnostica labora- 
torial, pois anticorpos residuais de infecqao ocorrida no pas- 
sado e nao diagnosticada tambem podem ser detectados por 
essa tecnica. O MAT nao apresenta capacidade discriminato¬ 
ry para as diferentes classes de imunoglobulinas. 

Em raros casos de leptospirose humana este teste pode 
nao apresentar reatividade, decorrente do fato de que alguns 
pacientes nao produzem anticorpos aglutinantes. As reaqoes 
cruzadas entre diferentes sorovares sao frequentemente obser- 
vadas no MAT, e os anticorpos aglutinantes come 9 am a surgir 
tardiamente, no final da segunda semana de doenqa. 

Aglutinatfo macroscopica 

A aglutina^ao macroscopica ( slide agglutination test - SAT) 
utiliza culturas formolizadas como antigeno, na forma de sus- 
pensao. A tecnica empregada e a de aglutinaqao em placa ou 
lamina. E uma rea^ao de triagem (genero-especifica) e apre¬ 
senta melhor reatividade com soros coletados na fase aguda da 
doen^a. Pode ser de grande utilidade nos pequenos laboratories 
e prontos-socorros, possibilitando elucida^ao rapida da doen^a. 
No entanto, e prudente que, nos casos raros que apresentem 
resultados inconclusivos, os soros sejam encaminhados para os 
laboratories de referenda e submetidos ao MAT com amostras 
pareadas. O conjunto de reagentes empregados nesta tecnica e 
produzido pela Funda^ao Oswaldo Cruz - Bio-Manguinhos, 
com 0 nome comercial de Leptoteste-S®, e vem acompanhado 
das instru^oes tecnicas necessarias para a execu^ao, conser- 
va^ao dos reagentes e interpreta^ao dos resultados. O kit e 
distribuido por orgaos vinculados ao Ministerio da Saude. 

Fixa0o de complemento, rea$ao de hemaglutina^ao, 
imunofluorescencia e contraimunoeletroforese 

Sao outras tecnicas que podem ser empregadas. A tecnica 
de imunofluorescencia para a detec^ao de anticorpos especifi- 
cos e mais sensivel do que o MAT, e capaz de detectar anticor¬ 
pos nas primeiras semanas de doen^a, com pico na 4 - semana 
e declinio no 4° mes. No entanto, pode apresentar rea^ao cru- 
zada com anticorpos encontrados na sifilis e na borreliose. 

As tecnicas de aglutina^ao em lamina e de hemaglutinaqao 
indireta foram empregadas como alternativas o MAT uma vez 
que, nessas duas tecnicas, o antigeno empregado permanece 
estavel, por periodo maior do que 1 ano, quando armaze- 
nado a 4°C. Essas reaches sao mais sensiveis do que o MAT 
nos primeiros 10 dias de doen^a. A tecnica de hemaglutina- 
$ao indireta para leptospirose possibilita detectar anticorpos 
das classes IgM e IgG, porem e muito trabalhosa, pois, para 


a deteeqao de IgM, requer remo^ao dos anticorpos IgG por 
meio de absorqao com anticorpos anti-IgG humana. A rea^ao 
de fixa^ao do complemento emprega como antigeno compo- 
nentes do envoltorio externo da bacteria e e uma rea^ao genero- 
especifico. 

A rea^ao de contraimunoeletroforese apresenta boa sensi- 
bilidade, detectando anticorpos antileptospiras mais precoce- 
mente do que o MAT. 

- Avan^os metodologicos 

No diagnostico laboratorial da leptospirose, foram introdu- 
zidos importantes avan^os nos ultimos anos empregando-se 
metodos com melhor sensibilidade e especificidade, bem 
como menor tempo para a execu^ao dos testes. Isso propicia 
o aprimoramento do diagnostico laboratorial e contribui para 
que o medico assistente tenha mais rapidamente a confirma- 
^ao diagnostica do paciente sob os seus cuidados. 

Pesquisa do agente etiologico nos fluidos biologicos 
(sangue, LCR e urina) 

A pesquisa das leptospiras nos fluidos biologicos, como 
sangue, LCR e urina, pode ser feita por meio do teste ELISA de 
captura e nos tecidos pela imuno-histoquimica. Os resultados 
obtidos com esses metodos ampliam a capacidade de detec^ao 
das leptospiras integras ou fragmentadas. O agente etiologico 
e detectado com auxilio de anticorpos especificos, e a reaqao e 
revelada pela a$ao de enzimas como a peroxidase. 

Rea$ao em cadeia da polime rase 

A PCR (polymerase chain reaction - PCR) apresenta grande 
sensibilidade e tern ampla utiliza^ao no diagnostico laboratorial 
da doen^a, e genero-especifica, pois amplificao DNA de sorova¬ 
res de leptospiras patogenicas e nao patogenicas. A capacidade 
de discriminar o sorovar, inclusive de cepas em geral nao patoge¬ 
nicas, e um aspecto muito importante da PCR, uma vez que, em 
certas circunstancias, leptospiras nao patogenicas foram isola- 
das em amostras biologicas de pacientes imunodeprimidos. No 
entanto, estudos mais bem elaborados precisam ser conduzidos 
na elucida^ao desta circunstancia. Djadid et al. desenvolveram 
nested PCR-RFLP, empregando 16S rRNA, capaz de diferenciar 
as leptospiras patogenicas das nao patogenicas. Kositanont et al. 
desenvolveram, em modelo animal, PCR multiplex com primers 
especificos, capazes de amplificar 23S rDNA, com sensibilidade 
de 98,6% e especificidade de 100 %. 

A PCR em tempo real tern mostrado bom desempenho 
no diagnostico e tambem no conhecimento da fisiopatogenia 
da leptospirose. Lourdault et al., em estudos com animais de 
laboratorio, observaram que a bacteriemia foi baixa nos tres 
primeiros dias da infec^ao, em media 10 4 lepto spiras/mf, e 
depois aumentou, alcanqando um pico maior que 10 6 leptos- 
piras/m4 no quinto dia pos-infec^ao. Esses autores tambem 
observaram que o crescimento das leptospiras em animais de 
laboratorio e exponential, com tempo de duplica^ao de apro- 
ximadamente 10 h na cor rente sanguinea, em comparaqao ao 
de 20 h no meio de cultura de EMJH. Segura et al. e Truccolo 
et al. empregaram a PCR como ferramenta para estabelecer o 
prognostico dos doentes. Esses autores observaram que uma 
densidade sanguinea ^ 10 4 leptospiras/mf? e o limiar critico 
para o prognostico vital dos pacientes. Manu et al. emprega¬ 
ram a PCR em tecido humano obtido de necropsia, previa- 
mente fixado em formalina, para o estabelecimento de diag¬ 
nostico retrospectivo. 
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Fonseca et al. compararam a sensibilidade e a especificidade 
da PCR empregando dois pares de primers diferentes (Gl/ 
G2 e LP1/1P2), com os resultados obtidos nas hemoculturas, 
ELISA-IgM, MAT e SAT, como ferramentas diagnosticas na 
leptospirose humana. A PCR foi aplicada em sangue e urina, e 
os demais metodo s, apenas em sangue de pacientes com lep¬ 
tospirose, em tres momentos distintos da doen^a, sendo eles: 
do 3 2 ao 8 fl dia de doen^a, do 9 a ao 14 e dia e do 15 s ao 42 e dia. 
Os resultados de sensibilidade em MAT, ELISA-IgM, SAT e 
PCR no primeiro momento foram, respectivamente: 69, 79,3, 
72,4 e 62%. No segundo momento: 95,4, 100, 100 e 72,7%; 
no terceiro: 88,9, 88,9, 77,8 e 44,4%. Os auto res compararam 
tambem a especificidade para a PCR que foi de 100% e para 
o ELISA-IgM de 89,1 %, mostrando que a PCR foi sensivel no 
inicio da doen^a, inclusive em amostras de sangue sem a pre¬ 
sent de anticorpos especificos e sugerem que a combina^ao 
da PCR com os outros testes sorologicos, no inicio da doen^a, 
podem elevar a sensibilidade diagnostica para 93,1 a 96,5%. 

Fonseca et al. tambem mostraram que a amplifica^ao do 
DNA da Leptospira spp., empregando os mesmos pares de pri¬ 
mers, anteriormente mencionados, possibilita detectar 10 pg 
de DNA em gel de agarose e 1 pg por hibridiza^ao, sem dife- 
ren^a de sensibilidade entre os dois. 

Contudo, ainda e preciso maior conhecimento e experi¬ 
ence com este metodo que necessita alta tecnologia e grande 
investimento. 

Pesquisa de anticorpos especificos nos fluidos biofogicos 

As tecnicas imunoenzimaticas (ELISA e Dot ELISA) sao 
as mais utilizadas para a pesquisa de anticorpos antileptos- 
pira nos fluidos biologicos, como soro, LCR e urina. O teste 
ELISA e mundialmente empregado e bem-sucedido para o 
diagnostico de diferentes patologias humanas. Apresenta altos 
indices de sensibilidade e especificidade, bem como possibilita 
a detec^ao de classes especificas de anticorpos nas diferentes 
fases da doen^a. 

Na leptospirose humana, o ELISA-IgM tern sido descrito 
por autores de diversos paises como um teste de alta sensibili¬ 
dade (sensibilidade = 98%) e eficaz para o diagnostico precoce 
da doen^a. 

Como referido anteriormente, o MAT, preconizado pela 
Organiza^ao Mundial da Saude, e uma tecnica de execu^ao 
trabalhosa, empregando, para cada exame, culturas vivas de 
22 sorovares que tern de ser mantidas em meios de cultura 
enriquecidos, o que torna a tecnica, alem de extremamente 
trabalhosa, tambem bastante onerosa. Alem disso, o resul- 
tado conclusivo e demorado, visto que depende do resul- 
tado de uma segunda amostra. Em areas endemicas como o 
nosso pais, deverao ser processadas duas amostras de soro do 
paciente, com intervalo medio de 15 dias para que se observe a 
soroconversao. Esse conjunto de dificuldades foi determinante 
para que o Leptospira Reference United County Hospital 
(Inglaterra) passasse a nao recomendar o MAT na rotina diag¬ 
nostica desde 1988, sugerindo que, para este fim, um metodo 
imunoenzimatico fosse desenvolvido. 

Naquele mesmo ano (1988), a se^ao de Sorologia do 
Instituto Adolfo Lutz padronizou em nosso meio o metodo 
ELISA-IgM, primeiramente utilizando antigeno preparado a 
partir de culturas de leptospira, cepa Patoc 1 e conjugado enzi- 
matico marcado com fosfatase alcalina. 

Posteriormente, introduziu-se como antigeno mistura sonicada 
composta dos sorovares brasiliensis, canicola , cynopteri , hebdoma- 
dis e icterohaemorrhagiae, mais prevalentes no MAT na cidade de 
Sao Paulo, e conjugado enzimatico marcado com peroxidase. 


Na fase aguda da doen^a, a detec^ao dos anticorpos IgM, 
pelo metodo ELISA, em uma unica amostra de soro, junta- 
mente com os dados clinicos e epidemiologicos, contribui 
para um diagnostico rapido e precoce. O ELISA-IgM tam¬ 
bem e recomendado no diagnostico da leptospirose humana 
pela OMS, pelos laboratories de referenda de Paris e da 
Holanda. 

Com esses testes e possivel discriminar anticorpos de 
diferentes classes de imunoglobulinas (IgM, IgG e IgA) dis- 
pensando, na maioria das vezes, uma segunda amostra de 
material biologico para confirma^ao diagnostica, distin- 
guindo a infec^ao recente da pregressa. Os anticorpos espe¬ 
cificos da classe IgM, em amostra biologica no inicio dos 
sintomas, indica que o paciente esta com infec^ao aguda 
pela leptospira. A ausencia de anticorpo IgM e a presen^a de 
IgG e/ou IgA indica infec^ao pregressa, conforme ilustrado 
nas Figuras 17.2 e 17.3. Isso mostra que o ELISA pode ser 
utilizado para diagnostico de doen^a e tambem ser empre¬ 
gado nos estudos soroepidemiologicos com a finalidade de se 
conhecer infec^ao pregressa por leptospiras patogenicas em 
uma determinada popukqao. 

Os anticorpos detectados pelo teste ELISA nao tern corre- 
la^ao com os detectados por MAT: as duas tecnicas avaliam 
diferentes sistemas antigeno-anticorpo. 



- IgM - IgG - IgA 

Figura 17.2 Comportamento dos anticorpos especificos das classes IgM, 
IgG e IgA na leptospirose humana, durante a fase aguda da doen?a. 



IgM -IgG - IgA 

Figura 17.3 Comportamento dos anticorpos especificos das classes 
IgM, IgG e IgA na leptospirose humana, durante a fase de convales¬ 
cent da doenga. 
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► ELISA-IgM para a pesquisa de anticorpos antileptospira na saliva. 
Na busca de melhores alternativas diagnosticas, mais praticas, 
rapidas, seguras e de menor custo, passou-se a avaliar a utiliza- 
gao da saliva como fluido biologico alternative ao soro. Nesta 
tecnica, empregam-se amostras de saliva nao diluidas (1:1) e 
conjugado enzimatico marcado com fosfatase alcalina, 

► EUSA-fgM para a pesquisa de anticorpos antileptospira no LCR. 
A tecnica e executada com 50 \i£ dos reagentes e as amostras 
de LCR sao empregadas nao diluidas ( 1 : 1 ). O conjugado enzi¬ 
matico utilizado e marcado com fosfatase alcalina. 

► Dot ELISA para pesquisa de anticorpos das classes IgM, IgG e IgA, 
antileptospira no soro, O Salivadot e um teste Dot ELISA-IgM 
para a pesquisa de anticorpos antileptospira na saliva. 

O Salivadot emprega na fase solida tecido de poliester 
impregnado com resina de N-metilol-acrilamida e como 
antigeno a mistura de 5 sorovares de leptospiras, os mesmos 
empregados no teste ELISA-IgM, ligado covalentemente. 
A sensibilidade do Salivadot e de 98% e a especificidade de 
100%, semelhante a do ELISA-IgM no soro. Este teste detecta 
anticorpos IgM na saliva ja nos primeiros dias da doenga. A 
saliva e coletada diretamente sobre o tecido-resina no qual ja 
foi aplicado previamente o antigeno. Para o processamento do 
teste dispensam-se equipamentos e estrutura laboratorial, a 
leitura e visual e o tempo despendido entre a coleta da amos- 
tra, o processamento e a leitura e de apenas 1 h, podendo ser 
aplicado no campo. 

O antigeno empregado e obtido de culturas de leptospiras 
mortas, sem risco de infeegao acidental, permitindo armaze- 
namento por longos periodos a -20°C, sem perda de estabili- 
dade. O Salivadot, com ou sem a saliva, pode permanecer em 
conduces ambientes por longo periodo de tempo sem interfe- 
rencia nos resultados. 

O tecido de poliester-resina, cuja superficie e tridimensio¬ 
nal, oferece grande area disponivel para a ligagao de protei- 
nas do antigeno. A coleta da saliva e nao invasiva, mais segura 
quando comparada a do sangue e sem risco de acidentes per- 
furocortantes. 

O Salivadot e um metodo pratico, rapido, seguro, de custo 
reduzido, e requer menor tempo para a coleta e o processa¬ 
mento (Figura 17.4). 

Os testes imunoenzimaticos sao de boa sensibilidade, espe¬ 
cificidade e de reprodugao fiel, de execugao relativamente facil 
e possibilitam redugao no tempo de processamento. Fatos 
como os citados aqui foram relevantes na decisao do Centro 
Nacional de Referenda em Leptospirose do Institute) Pasteur 
de Paris em indicar o ELISA como teste diagnostico (gene- 
ro-especifico), ja em 1982. Naquele mesmo ano, tambem nas 
orientates normativas da OMS, o ELISA era indicado como 
importante recurso diagnostico laboratorial, passando a ser 
incentivada a sua implantagao. 

Os testes imunoenzimaticos comparados aos aglutinantes 
sao metodos mais sensiveis e especificos, tornando possivel a 
deteegao de anticorpos a partir do 2- ao 4 a dia apos o inicio 
dos sintomas. A execugao desses testes e muito mais facil do 
que a do MAT, emprega mistura de leptospiras mortas como 
antigeno, que pode ser armazenado sem perda de estabilidade 
durante longos periodos a 0°C. 

O teste ELISA-IgM para a leptospirose humana comegou 
a ser comercializado empregando como antigeno a mistura 
de sorovares patogenicos de leptospira. No entanto, e preciso 
estar atento para que os sorovares empregados como antigeno 
no teste ELISA sejam os mesmos sorovares prevalentes na 
regiao de onde provem as amostras a serem testadas. 


A B C D 





Figura 174 Salivadot para leptospirose humana aplicado em pacientes 
com a doenga e em controles negativos. Linhas 1 a 5: amostras de saliva 
obtidas de pacientes com leptospirose. Linhas 6 a 9: amostras de saliva 
controle-negativas. Diluigao da saliva 1:1. 


Outros metodos foram desenvolvidos para a deteegao de 
imunoglobulinas da classe IgM especificas para a leptospi¬ 
rose, como o Leptodipstick®. A tecnica empregada neste teste 
tern o mesmo principio do Dot ELISA e tambem e um teste 
de rapida e facil realizagao. Esse teste nao utiliza equipamen¬ 
tos especiais, € passivel de ser estocado por longos periodos 
sem perda da reatividade, mesmo em altas temperaturas. No 
entanto, apresenta reagoes cruzadas (falso-positivos) com 
outras patologias como HIV, hantavirose, toxoplasmose, bor- 
reliose de Lyme, malaria, meningite meningococica etc. 

Diferentes autores, empregando diferentes processamentos 
de antigenos, tem obtido resultados de sensibilidade e especi¬ 
ficidade distintos nos metodos imunoenzimaticos. Dey et al., 
desenvolveram antigeno recombinante (r LipL32) empre¬ 
gado no teste ELISA e obtiveram resultados de sensibilidade 
(96,2%), especificidade (91%) e acuracia (94,1%) comparados 
aos padroes obtidos no MAT, tornando possivel utiliza-lo 
como teste de triagem diagnostica na deteegao de anticorpos 
antileptospira. 

McBride et al. empregaram o teste El E-IgM-Leptospirose®, 
produzido por Bio-Manguinhos e distribuido pelo Ministerio 
da Saude do Brasil, em amostras de soro de pacientes da 
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cidade de Salvador, Bahia, no periodo de 1996 a 1999. A sen- 
sibilidade do teste foi de 76% nas amostras de soro coletadas 
na fase aguda da doen^a (entre o 2° e o 19 s dia do inicio dos 
sintomas) e de 100% na convalescent (mais que 19 dias do 
inicio dos sintomas). A especificidade foi respectivamente 
de 93 e 100%. No entanto, amostras de sangue coletadas 1 a 
2 anos apos a hospitaliza^ao apresentaram resultado reagente 
para IgM em 83,3% delas, declinando para 50% em 4 a 5 anos 
apos alta hospitalar. Na Argentina, Vanasco et al ., empregando 
teste ELISA indireto como antigeno em uma mistura das soro- 
variedades Pyrogenes e Tarassovi, obtiveram sensibilidade de 
68,1% nas primeiras amostras (tempo de doen^a menor que 
10 dias), 93,2% nas segundas (entre 10 e 25 dias) e 78,8% nas 
terceiras (maior que 25 dias), com respectivas especificidades 
de: 96,3, 99,3 e 100%. 

Diante do exposto, com resultados nao coincidentes com 
os obtidos nas amostras pareadas submetidas ao MAT, fica 
clara a necessidade de outros estudos para a padroniza^ao 
do melhor ou dos melhores testes imunoenzimaticos a serem 
empregados no diagnostico da leptospirose humana. Embora 
o metodo ELISA seja muito util, e prudente que, em algumas 
situates, ele nao seja o unico empregado no diagnostico labo- 
ratorial da doen^a. 
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► Introdugao 

Meningites bacterianas agudas (MBA) sao infecqoes graves 
e, habitualmente, provocam mortalidade e morbidade eleva- 
das. O diagnostico deve ser feito com rapidez, e o tratamento, 
instituido precocemente. Disso depende, em grande parte, o 
prognostico do paciente. 

Por definiqao, meningites sao processos infecciosos que 
acometem as meninges e o espa^o contido entre essas mem- 
branas. Neste espa^o (espa^o subaracnoideo) esta contido o 
liquido cefalorraquidiano (LCR). 

O LCR envolve o cerebro e a medula, preenche as cisternas 
da base do cranio e envolve nervos cranianos e quiasma optico. 
O espa^o subaracnoideo e, portanto, um compartimento con- 
tinuo; sobrepujadas as defesas naturals, um agente infeccioso 
espalha-se rapidamente por todo esse espaqo. O processo 
inflamatorio das meningites nao costuma acometer o espa^o 
subdural, a nao ser ocasionalmente, sobretudo em crian^as, 
dando origem as cole^oes subdurais. Consequentemente, as 
meningites podem causar cerebrites ou meningoencefalites, 
dependendo da agressividade do agente etiologico (principal- 
mente pneumococos) e do grau de inflama^ao associado. 

Classicamente, as meningites bacterianas agudas sao causa- 
das por tres agentes principals (pneumococos, meningococos 
e hemofilos) e, mais raramente, por estreptococos do grupo B 
e por Listeria. Sao fatos relacionados com a doenqa: 

■ As meningites por hemofilos e, em menor grau, por pneu¬ 
mococos diminuiram acentuadamente nos ultimos anos 
em razao da vacina^ao em massa contra essas bacterias no 
mundo ocidental 

■ Em epidemias, traumas cranioencefalicos, intervenqoes 
neurocirurgicas e situaqoes de imunodepressao, pode haver 
outros agentes etiologicos envolvidos 

■ A mortalidade da meningite por meningococos e por hemo¬ 
filos varia de 5 a 15%. As sequelas ocorrem em cerca de 10% 

■ Nas meningites por pneumococos, a mortalidade e de 15 a 
30%. Dos que sobrevivem, 30% podem apresentar sequelas 

■ Os dados de morbimortalidade em meningites por estrepto¬ 
cocos do grupo B e por Listeria variam muito na literatura, por 
causa das situaqoes clinicas de imunodepressao associadas. 

- Aspectos etiopatogenicos 

Na maioria das vezes as bacterias precisam causar sep¬ 
ticemia previa, geralmente com modifica^oes no endotelio 
vascular, antes de alcan^ar o sistema nervoso. Esse quadro sis- 
temico pode provocar: 

■ Migraqao seletiva de leucocitos, com predominio absolute 
de neutrofilos e sem passagem de hemacias 

■ Quebra da barreira hematencefalica, tornando possivel a 
passagem de agua e eletrolitos, albumina, complemento e 
anticorpos de baixa especificidade 

■ Forma^ao de exsudato inflamatorio, seroso nas meninges 
da convexidade e fibroso na base do cranio. O exsudato 
fibroso pode ocasionar bloqueios do fluxo normal de LCR, 
causando hidrocefalia e/ou aracnoidites 

■ Instala^ao de edema vasogenico, que resuita em edema 
cerebral de intensidade variavel, seja pela bacteriemia ou 
pela concentra^ao aumentada de oxido nitrico no LCR que 
ocorre nas meningites bacterianas 

■ Tromboflebites, que podem surgir habitualmente depois 
da primeira semana, embora tambem possam ocorrer nos 
primeiros dias. 


Na maioria dos casos, a hipertensao intracraniana e de 
tipo comunicante, e nao ha sinais de localizaqao. A hiperten¬ 
sao deve-se preponderantemente ao acumulo de LCR, sem 
evid&ncia de aumento de produqao. Admite-se que a hiper¬ 
tensao se instale por dificuldades nos mecanismos de reab- 
sor^ao, causadas pelo processo inflamatorio. Edema cerebral, 
quando ocorre, costuma ser pouco expressivo, a nao ser em 
fases terminais. Nao havendo componente parenquimatoso 
importante, nao ha riscos para a indica^ao do exame de LCR, 
essencial para o diagnostico. 

Nos pacientes mais graves, pode haver hipertensao intra¬ 
craniana com papiledema, sinais de lesao focal, crises con- 
vulsivas, acometimento de estruturas do tronco encefalico. 
Nesses casos, mais raros, o prognostico e reservado e o manejo 
clinico, muito mais dificil. 

- Quadro clinico 

O quadro clinico das meningites e composto por tres sin- 
dromes principals, apresentadas a seguir. 

► Sindrome de hipertensao intracraniana (SHIC). Cefaleia 

intensa, nauseas, vomitos e confusao mental. Habitualmente, 
os vomitos sao precedidos por nauseas. A ocorrencia classica 
de vomitos em jato e observada apenas esporadicamente. Em 
geral, nao ha papiledema nesta fase, em razao do carater agudo 
de instalaqao da SHIC. 

► Sindrome toxemica. Sinais gerais de toxemia, incluindo 
febre alta, delirium e mal-estar. E frequente o achado de disso- 
cia^ao entre pulso (que se altera pouco) e de temperatura (que 
alcanna niveis elevados). 

► Sindrome de irrita^ao memngea. Sao sinais da sindrome: 

■ Rigidez de nuca\ com o paciente em decubito horizontal, e 
feita flexao anterior da cabe^a. O paciente apresenta graus 
variaveis de dificuldade na execu^ao da prova, sendo a 
espasticidade muscular de natureza reflexa 

■ Sinai de Brudzinski: ao se fazer a pesquisa do sinal de rigi¬ 
dez de nuca, o examinador deve observar tambem os joe- 
lhos do paciente, que precisam ser mantidos descobertos. 
Ao se proceder a flexao anterior da cabe^a, o paciente flete 
ligeiramente ambos os joelhos 

■ Sinai de Kernig: o doente deve estar em decubito dorsal. 
Uma das coxas e fletida sobre o abdome, em angulo de 
cerca de 90°, e a perna do mesmo lado, fletida em rela^ao 
a coxa tambem aproximadamente a 90°. A perna e entao 
estendida passivamente, com uma das maos do examinador 
sob o calcanhar da perna fletida, empurrando para cima, e 
a outra mao sobre o joelho da mesma perna, empurrando 
para baixo, de modo a haver um estiramento do membro 
inferior ate cerca de 45°. Quando ha inflama^ao meningea, 
o paciente resiste a extensao da perna; o modo mediante o 
qual se pesquisa este sinal e a sua interpretaqao sao dife- 
rentes da descriqao original. Na manobra originalmente 
descrita por Kernig, o medico tentava, passivamente, fazer 
a extensao do joelho do paciente que estava na posi^ao sen- 
tada; em pacientes com meningite, havia resistencia a essa 
manobra de extensao, caracterizando um estado de “eon- 
tratura das extremidades” 

■ Sinal de deseonforto lombar. em decubito dorsal, o paciente 
deve fletir um dos joelhos; em seguida, e solicitado a empurrar 
vigorosamente a mao do examinador, que, apoiada na regiao 
plantar do paciente e no piano do leito, opoe resistencia ao 
movimento. O sinal e positivo quando o paciente se queixa de 
deseonforto (algo semelhante a uma sensa^ao parestesica) na 
regiao lombar ao fazer a extensao for^ada da perna. 
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As tres sindromes sao encontradas, concomitantemente, 
em cerca de 44% dos pacientes, mais frequentemente em casos 
de meningite por pneumococos (58%) do que naquelas por 
meningococos (27%). Duas das tres sindromes sao encontra¬ 
das em 95% dos casos, sugerindo fortemente o diagnostico de 
meningite aguda. 

No momento da admissao, pode haver outras infec^oes 
relacionadas com a meningite, como otites, sinusites e pneu¬ 
monias, mais frequentemente em doentes com meningite 
pneumococica. Rash cutaneo, mais frequente em doen^a 
meningococica, pode ser encontrado tambem em doentes com 
meningites por pneumococos, hemofilos e, mais raramente, 
por enterovirus. Sintomas gastrintestinais podem ocorrer em 
quase 25% dos casos de meningite por Listeria. 

Em crian^as, sobretudo nas mais novas, o diagnostico e 
mais dificil. Nao ha queixa de cefaleia, e os sinais de irrita- 
9 §o meningea podem estar ausentes ou ser mais dificeis de 
reconhecer. Os achados mais frequentes sao: febre, irritabi- 
lidade, prostra<~ao, vomitos, convulsoes e, eventualmente, 
abaulamento de fontanela. Rigidez na nuca bem como sinais 
de Kernig e Brudzinski sao observados em cerca de 50% das 
crian^as com meningite. E consenso que os pediatras devem 
suspeitar sistematicamente da doen^a e indicar a pun^ao para 
coleta de LCR com determinada liberalidade. 

► Diagnostico 

A confirma^ao diagnostica das meningites bacterianas e 
estabelecida por exames complementares. 

O exame auxiliar imprescindivel e o exame de LCR. O diag¬ 
nostico e sindromico (aumento do numero de celulas, predo- 
minio absoluto de neutrofilos, hiperproteinorraquia, hipogli- 
corraquia intensa), muitas vezes completado pelo diagnostico 
etiolbgico (presen 9 a do agente etiologico ao exame bacteriolo- 
gico direto ou detec 9 ao de antigenos bacterianos pela prova do 


latex). Os riscos do exame de LCR, desde que nao haja sinais 
de localiza 9 ao (comprometimento parenquimatoso), sao pra- 
ticamente nulos. As principals altera 9 oes do exame de LCR 
nas meningites bacterianas, em compara 9 ao com o que ocorre 
nas meningites virais, estao listadas no Quadro 18.1. 

O fator tempo e crucial no tratamento das MBA, e os 
exames de imagem podem causar atraso na conduta clinica, 
sem acrescentar elementos relevantes ao diagnostico; por 
isso, os exames de neuroimagem tem pouquissimo valor 
na fase de diagnostico das meningites bacterianas agudas, 
e nao precisam nem devem ser solicitados rotineiramente, 
a nao ser nas situa 9 oes em que eles tenham precedencia, 
descritas a seguir: 

■ Quando ha sinais de localiza 9 ao ao exame neurologico 

■ Quando, clinicamente, a sindrome toxemica for pouco 
expressiva ou inexistente 

■ Quando ha deteriora 9 ao precoce do estado clinico 

« Quando ha papiledema ao exame fisico: papiledema cos- 
tuma surgir apos 36 a 48 h de vigencia de hipertensao 
intracraniana; seu aparecimento em quadros agudos com 
poucas horas de evolu 9 ao sugere fortemente haver outro 
tipo de etiologia (processo expansivo sensu latu ) que esteja 
ocorrendo de modo associado ou concomitante. 

Durante a evolu 9 ao, exames de neuroimagem sao impres- 
cindiveis quando houver sinais clinicos de complica 9 oes das 
meningites bacterianas agudas: ventriculites, cocoes epidu- 
rais infectadas ou, mais raramente, abscessos cerebrals. 

Exames laboratoriais de rotina em processos infeccio- 
sos agudos tambem devem ser solicitados no caso de MBA. 
Deve-se enfatizar especialmente as hemoculturas seriadas, 
uma vez que o agente etiologico chega ao sistema nervoso, na 
maioria das vezes, por via hematogenica. Alem disso, em ate 
30% dos casos de MBA, bacterias podem entrar na corrente 
circulatoria a partir de focos infecciosos meningeos, mesmo 
quando nao detectadas ao exame de LCR. 


Quadro 18.1 ■ Exame do LCR em meningites agudas do sistema nervoso. 



Bacterianas 

Virais 

Numero de celulas 

Elevado (95%); mais frequente: 100 a 2.000 

Elevado (100%); mais frequente: 10 a 500 

Linfocitos/mondcitos 

Raros na fase inicial; aumentam na evolu^aofavoravel 

Predomfnio absoluto (> 60% do perfil) 

Neutrofilos 

Geralmentesuperior a 90% do perfil; persistem assim por > 48 h 

Eventuais na fase aguda; enterovirus: ate 95% do perfil; desaparecem em < 48 h 

Plasmdcitos 

Nao costumam aparecer; presentes nas formas cronificadas 

Frequentes 

Macrofagos 

Sem pigmento hemossiderotico 

Sem pigmento hemossiderotico 

Protefnas totais 

Elevadas (95%); valor mais frequente: 80 a 1.000 mg 

Na fase inicial: normals; na fase de recuperagao: ate 80 a 100 mg 

Glicose 

Muito baixa (99%); varia com a glicemia 

Normal; eventualmente diminuida em HSV-2; varia com a glicemia 

Lactato 

Muito elevado (99%); nao varia com a glicemia 

Normal; eventualmente elevado em HSV-2; nao varia com a glicemia 

ADA 

Normal na fase aguda; elevada: sofrimento do encefalo 

Normal 

Globulinasgama 

Aumento nao tem significado; nao ha imunoprodu^ao local 

Normal; nao ha imunoprodu^ao local 

Antigenos (exame direto) 

Antes de antibioticos: 40 a 90%; depois de antibidticos: < 40% 

| Ausentes 

Antigenos (latex) 

Meningo: sens. 33 a 70%; espec. 100% 

Pneumo: sens. 69 a 100%; espec. 96% 

Hemofilos: sens. 78 a 86%; espec. 100% 

Estrepto B: sens. 79%; espec. 100% 

Ausentes 

Culturas 

70 a 85% positivas em ate 48 h 

Negativas 

Sequencias DNA 

Nao disponiveis 

Disponiveis para enterovirus: sens. 97%; espec. 100%; muito pouco usados na 
pratica (baixa rela^ao custo/beneficio) 

Anticorpos 

Ausentes 

Pesquisa obrigatdria em meningites de repeti^ao: HSV-2 (sens, eespec. > 90%); 
comparar com niveis sericos 
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► Tratamento 

As meningites bacterianas devem ser encaradas corao 
emergencias medicas. Muitas vezes, e necessario iniciar o tra¬ 
tamento antes de se conhecer o agente etiologico. Os esque- 
mas usuais, as indicaqoes e as doses constam dos Quadros 18.2 
a 18.7. 

Nos casos mais graves, quando houver petequias, choque 
ou sinais de edema cerebral intenso logo a admissao, e neces¬ 
sario tomar medidas de emergencia: 

■ Hidrata^ao cuidadosa e imediata 

■ Administrateao de ceftriaxona em bolo, logo apos o acesso 
venoso 

■ Aplicaqao de vancomicina em infusao venosa lenta, por 

1 h 

■ Manitol, se houver evidencia de edema cerebral. 


- Corticosteroides 

O uso sistematico de corticosteroides no tratamento das 
MBA tern sido preconizado na literatura especializada. A 
maioria dos autores sugere sua utiliza^ao entre 15 e 30 min 
antes da primeira dose ou, no maximo, acompanhando a pri- 
meira dose de antibioticos. 

Utiliza-se, em adultos, dexametasona na dose de 10 mg a 
cada 6 h durante 4 dias. Em manias, a dose diaria de dexame¬ 
tasona e de 0,4 a 0,6 mg/kg em 4 vezes, tambem durante 4 dias. 

O fundamento teorico para a utilizaqao de corticosteroides 
nas MBA e a sua aqao rapida e eficaz na modula^ao negativa 
da atividade dos mediadores inflamatorios, que ocasionam 
agressao significativa ao tecido cerebral paralelamente a defesa 
contra a infec^ao. Essa atividade inflamatoria ocorre ao se ini¬ 
ciar o tratamento com antimicrobianos, provocando libera^ao 
macit^a de antigenos bacterianos e de suas toxinas. 


Quadra 18.2 * Tratamento empi'rico das meningites bacterianas agudas. 


Idade Agentes mais provaveis Esquema de escolha Esquema alternative) Comentarios 


< 3 meses 

Estrepto B, Listeria, E. coli, 
pneumococos, H. infiuenzae 

AmpiciMna h- ceftriaxona 
(ou cefotaxima) 

Cloranfenicol + gentamicina 

Niveis baixos podem ocorrer no LCR de RN de 
baixo peso. Tobramicina ou amicacina no lugar 
da gentamicina quando houver enterobacterias 
resistentes a gentamicina 

3 meses a 

17anos 

Meningococos, pneumococos, //. 
influenzae 

Ceftriaxona (ou cefotaxima) 

Meropenem ou cloranfenicol 

Acrescentarvancomicina em areas com > 2% de 
pneumococos altamente resistentes 

18 a 50 anos 

Pneumococos, meningococos, //. 
influenzae 

Ceftriaxona (ou cefotaxima) 

Meropenem ou cloranfenicol 

Acrescentarvancomicina em areas com > 2% de 
pneumococos altamente resistentes 

>50 a nos 

Pneumococos, Listeria, baciios 
gram-negativos 

Ampicilina +ceftriaxona 
(ou cefotaxima) 

Ampicilina + 
fluoroquinolona 
(ciprofloxacino, levofloxacino 
ou trovafloxacino) 

Acrescentarvancomicina em areas com > 2% de 
pneumococos altamente resistentes; para tratar 
Listeria em pacientes alergicos a penicilina, usar 
sulfametoxazol-tfimetoprima 


Adaptado de Spach e Jackson. 


Quadra 18.3 ■ Tratamento empfrico das meningites bacterianas agudas em situates partkulares. 


Situafao 

Agentes mais provaveis 

Esquema de escolha 

Esquema alternative 

Comprometimentoda 
imunidade celular 

Listeria, baciios gram-negativos, 5. aureus 

Ampicilina + ceftazidima + 
vancomicina 

Sulfametoxazol-trimetoprima + meropenem 

Fraturas da base do cranio ou 
fistulas de LCR 

Pneumococos, varies estreptococos ,H. influenzae, 

N. meningitidis 

Cefotaxima (ou ceftazidima) + 
vancomicina 

Vancomicina + cloranfenicol 
(ou meropenem) 

Deriva0es de transito de LCR 

5. aureus, estafilococos coagulase-negativos. 
Pseudomonas aeruginosa, enterobarterias 

Vancomicina + ceftazidima 

Meropenem + vancomicina 



Agente etioiogico Esquema de escolha 


Esquema altemativo 


Dura^ao do tratamento 


Estrepto B 

Penicilina G (ou ampicilina) 

Vancomicina 

14a 21 dias 

Haemophilus influenzae 

Ceftriaxona (ou cefotaxima) 

Cloranfenicol 

7 a 10 dias 

Listeria monocytogenes 

Ampicilina + gentamicina 

Sulfametoxazol-trimetoprima; linezolida 

14 a 21 dias 

Neisseria meningitidis 

Penicilina G(ou ampicilina) 

Ceftriaxona (ou cefotaxima); cloranfenicol 

7 a 10 dias 

Streptococcus pneumoniae 
(cone. inib. min. < 0,1) 

Ceftriaxona (ou cefotaxima) 

Penicilina G; meropenem 

10 a 14dias 

Streptococcus pneumoniae 
(cone. inib. min. >0,1) 

Vancomicina + ceftriaxona (ou 
cefotaxima) 

Trocar a vancomicina porrifampicina; em pacientes alergicos a 
cefalosporinas, usar a vanomicina isoladamente 

10 a 14 dias 


Adaptado de Spach e Jackson. 
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Quadra 18.5 • Tratamento especifico das meningites bacterianas agudas adquiridas em ambiente hospitaiar. 


Agente etiologico Esquema de escolha Esquema alternative Injegao rntratecal associada 


Staphylococcus aureus sensiveis a 
meticilina 

Nafcilina ou oxacilina (associada ou nao a 
nfampicina) 

Vancomicina 


Staphylococcus aureus resistentes 
a meticilina 

Vancomicina (associada ou nao a 
rifampicina) 

Linezolida ou sulfametoxazol- 
trimetoprima + rifampicina 

Vancomicina, 5 a 20 mg/dia, sem conservantes 
(0,5 mg/kg emcriangas) 

Apenas quando nao houver boa resposta a 
parti r de tratamento sistemico 

Staphylococcus coagulase- 
negatives 

Vancomicina (associada ou nao a 
rifampicina) 

Linezolida 

Vancomicina, se necessario, 5 a 20 mg/dia 
(0,5 mg/kg em criangas) 

Enterobacterias 

Cefotaxima ou ceftriaxona 

Meropenem; aztreonam; sulfametoxazol- 
trimetoprima 

—■ 

Pseudomonas aeruginosa 

Cefotazidima + tobramicina 
(ou gentamicina) 

Meropenem; aztreonam; piperacilina + 
tobramicina (ou gentamicina) 

Gentamicina, se necessario, 2 a 4 mg/dia 
(1 a 2 mg em criangas) 

Streptococcus agaiactiae 
[Streptococcus do grupo B) 

Ampicilinaou penicilina G 

Cefotaxima ou ceftriaxona; vancomicina 

— 

Enterococcus sp. 

Ampicilina (ou penicilina G) + 
gentamicina 

Vancomicina + gentamicina; linezolida + 
gentamicina 

Gentamicina, se necessario, 2 a 4 mg/dia 
(1 a 2 mg em manias) 


Quadra 18.6 ■ Doses intravenosas recomendadas para o tratamento das meningites bacterianas agudas adquiridas na comunidade. 


Antimicrobiano 

Criangas 

Adultos 

Ampicilina 

75 mg/kg a cada 6 h 

2 g a cada 4 h 

Cefotaxima 

50 a 75 mg/kg a cada 6 h 

2 g a cada 6 h 

Ceftriaxona 

50 a 75 mg/kg a cada 12 h 

2gacada12h 

Ceftazidima 

75 mg/kg a cada 12 b 

2 g a cada 8 b 

Cloranfenicol 

25 mg/kg a cada 6 h 

1 g a cada 6 b 

Gentamicina 

2,5 mg/kg a cada 8 h (monitorar nivel serico) 

2 mg/kg (dose de ataque); em seguida: 1,7 mg/kg a cada 8 h (monitorar nivel serico) 

Levofloxacino 

Nao indicado para criangas 

0,5 g a cada 24 h 

Meropenem 

40 mg/kg a cada 8 h 

1 g a cada 8 b 

Penicilina G 

50.000 U/kg a cada 4 h 

4,0 milhoes U a Gada 4 h 

Rifampicina 

10 mg/kg a cada 24 h (maximo: 600 mg/dia) 

600 mg a cada 24 h 

Sulfametoxazol-trimetoprima 

10 mg (trimetoprima)/kg a cada 12 h 

10 mg (trimetoprima)/kg a cada 12 h 

Vancomicina 

15 mg/kg a cada 6 b (maximo: 2,0 g/dia) 

1 g a cada 12 h 

AdaptadodeSpadie Jackson. 


Quadra 18.7 ■ Doses intravenosas recomendadas para o tratamento das meningites bacterianas agudas em ambiente hospitaiar. 

Antimicrobiano 

Dose diaria em adultos (com fungoes hepatica e renal normals) 

Observagoes 

Arnica cina 

5 mg/kg a cada 8 h 

Monitorar nivel serico 

Ampicilina 

2 g a cada 4 h 

. 

Aztreonam 

1,5 a 2,0 mg a cada 6 b 

— 

Cefotaxima 

2 g a cada 6 h 

— 

Ceftriaxona 

2 g a cada 12 h 

— 

Ceftazidima 

2 g a cada 8 h 

— 

Ciprofloxacino 

400 mg a cada 8 h 

— 

Cloranfenicol 

1 g a cada 6 h 

Monitorar nivel serico 

Gentamicina 

2 mg/kg (dose de ataque); a seguir 1,7 mg/kg a cada 8 h 

Monitorar nivel serico 

Levofloxacino 

0,5 g a cada 24 h 

— 

Linezolida 

600 mg a cada 12 h 

— 

Meropenem 

2 g a cada 8 h 

Pode induzir crises convulsivas 

Nafcilina 

1,5 a 2,0 g a cada 4 b 

— 

Oxacilina 

1,5 a 2,0 g a cada 4 h 

— 

Penicilina G 

4 milhoes U a cada 4 h 

— 

Piperacilina 

4 g a cada 4 h 

— 

Rifampicina 

600 mg a cada 24 h 

— 

Tobramicina 

1 a 1,5 mg/kg a cada 8 h 

Monitorar nivel serico 

Sulfametoxazol-trimetoprima 

10 mg (trimetoprima)/kg a cada 12 h 

— 

Vancomicina 

1 g a cada 12 h 

Monitorar nivel serico 











Diagnostic® Laboratory I 


Os beneficios que advem do uso de corticosteroides sao: 
diminui^ao da mortalidade, redu^ao nas altera^oes da audi^ao 
e diminui^ao das sequelas neurologicas. Entretanto, a custa de 
poder implicar pior prognostico, a utiliza^ao de corticosteroi¬ 
des nao deve ser realizada quando houver: 

■ Inseguran^a diagnostica 

■ Uso anterior recente de antimicrobianos intravenosos 

■ Hipersensibilidade a corticosteroides 

■ Trauma cranioencefdlico recente 

■ Instala^ao previa de sistema de deriva^ao do transito do 
LCR 

■ MBA hospitalar. 

- Profilaxia 

A quimioprofilaxia dos contactantes e importante em 
meningites por hemofilos e por meningococos. Deve ser feita 
o mais precocemente possivel, de preferencia nas primeiras 
24 h; entretanto, continua sendo necessaria mesmo mais tar- 
diamente (ate o 30 e dia pos-contato). 

Para quimioprofilaxia, deve ser utilizado um dos seguintes 
esquemas terapeuticos: 

■ Rifampicina 600 mg/dia, por via oral, ministrada de 12 em 
12 h por 2 dias 

■ Ceftriaxona 250 mg, por via intramuscular, em dose unica 

■ Ciprofloxacino 500 mg, por via oral, em dose unica 

■ Azitromicina, 500 mg, por via oral, em dose unica. 

O antimicrobiano mais utilizado atualmente com esta fina- 
lidade e o ciprofloxacino. 

Indicatfo 

A profilaxia esta indicada a: 

■ Pessoas que morem no mesmo domicilio no qual tenha 
ocorrido um caso de meningite ou que compartilhem o 
mesmo alojamento em domicilios coletivos (quarteis, orfa- 
natos, internatos e outros) 

■ Colegas de ber^arios, creches ou pre-escolas (geralmente 
crian^as menores de 7 anos), bem como adultos dessas ins- 
titui^oes que tenham mantido contato com crian^as aco- 
metidas por meningite 

■ Pessoas que tenham tido rela^ao intima e prolongada 
com o doente e que tenham tido contato com as secretes 
orais 

■ Profissionais de saude que tenham sido expostos as secre¬ 
tes do paciente sem as medidas de prote^ao adequadas, 
sobretudo antes ou no initio da antibioticoterapia. 

► Diagnostic diferencial 

Os diagnosticos diferentiais mais importantes das MBA 
sao: 

■ Meningites virais em sua fase initial, sobretudo aquelas 
provocadas por enterovirus 

■ Abscessos com liberate de material infectado 

■ Meningoencefalites por tuberculose e fungos, especial- 
mente nos episodios agudos ou de reagudiza^ao 

■ Focos bacterianos parameningeos 

■ Meningismo, seja por hemacias ou por inje^ao de substan- 
cias no espa^o subaracnoideo com finalidade terapeutica 
ou diagnostica. 


Embora se trate realmente de MBA, o diagnostico e mais 
dificil nas seguintes situates: 

■ Em fases muito precoces das MBA, quando nao ha ainda 
um exame de LCR definido 

■ Em infec^oes bacterianas incompletas ou inadequada- 
mente tratadas 

■ Em rombencefalites por Listeria 

■ Quando a carga bacteriana for baixa ou a virulencia da cepa 
for menor 

■ Quando houver imunodeficiencia especifica. 

► Evolugao 

Os pacientes com MBA tratados de modo adequado costu- 
mam apresentar sinais de melhora em pouco tempo: 

■ Nas primeiras 4 a 6 h deve haver melhora significativa do 
quadro de confusao mental 

■ Entre 6 e 12 h a febre costuma diminuir 

■ Os sinais de irritate meningea melhoram mais tardia- 
mente, geralmente depois de alguns dias. 

Em geral, as meningites da comunidade por meningococos 
sem complicates tem condites de alta apos 7 dias, desde que 
o paciente se mantenha afebril por 5 dias. O mesmo vale para 
os doentes com MBA por hemofilos. Pacientes com pneumo¬ 
cocos devem permanecer internados por periodos maiores, de 
10 a 14 dias, se nao houver complicates. 

- Segundo exame de LCR 

Classicamente, o segundo exame de LCR deve ser feito 
cerca de 72 h apos o primeiro. Nessa oportunidade, o clinico 
pode avaliar a evolu^ao do processo inflamatorio do liquor 
em compara^ao a evolu^ao clinica. O numero de celulas deve 
sofrer queda significativa; os valores percentuais de neutro- 
filos devem mostrar tendencia de queda; as taxas de glicose, 
embora ainda baixas, devem exibir niveis significativamente 
mais elevados; nao devem ser encontradas bacterias ou, ao 
menos, deve ter havido reduto expressiva a bacterioscopia 
direta. Nessa ocasiao, devem estar disponiveis os resultados 
das culturas e antibiograma do primeiro exame, o que facilita 
eventuais ajustes ou modifica^oes no esquema terapeutico. 

Nas MBA por meningococos e hemofilos, quando o quadro 
clinico apresentar melhora muito expressiva e os sinais infec- 
ciosos regredirem quase por completo em 3 ou 4 dias, pode 
ser dispensada a realiza^ao desse segundo exame e ate mesmo 
do exame de alta. 

Entretanto, o exame de LCR de controle e obrigatorio: 

■ Quando nao houver melhora significativa nas primeiras 
48 h de tratamento. A nova amostra de LCR destina-se a 
pesquisa de bacterias viaveis. Esta intercorrencia pode se dar 
em funto de penetra^ao inadequada do antimicrobiano 
atraves das barreiras ou de recupera^ao parcial da fun^ao 
dessas barreiras devido ao uso associado de dexametasona 

■ Ao termino do tratamento de MBA por pneumococos. Nestes 
casos, pode haver reativa^ao do foco primario ou resistencia 
relativa aos antimicrobianos utilizados, nem sempre passivel 
de detec^ao pelos metodos laboratoriais rotineiros. 

Em situates particulares, outros exames de LCR poderao 
ser feitos semanalmente, dependendo da evolu^ao clinica e 
laboratorial do paciente. 
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- Complicates das MBA 

As complicates precoces mais frequentes das MBA sao: 
edema cerebral, sobretudo em crian^as; coagula^ao intravas¬ 
cular disseminada; endocardite, miocardite ou pericardite; 
hiponatremia; convulsoes; sinais de localiza^ao; endoftalmite; 
trombose de carotida. 

Algumas dessas complicates, em que nao ha manifesta- 
96 es clinicas evidentes, podem ser suspeitadas quando: 

■ A melhora clinica inicial nao se confirmar nos periodos 
seguintes 

■ O paciente apresentar piora do nfvel de consciencia 

■ O exame de LCR exibir evolu^ao mais lenta do que o espe- 
rado ou aparecem sinais de reagudiza^ao do processo. 

Nestas eventualidades, impoe-se a utiliza^ao de recursos 
de neuroimagem, dependendo da gravidade do quadro e dos 
recursos disponiveis: 

■ Tomografia computadorizada do cranio 

■ Ultrassonografia, sobretudo em recem-nascidos e em crian- 
9 as antes do fechamento da fontanela bregmatica 

■ Ressonancia magnetica 

■ Angiografia cerebral. 

As principals complicates tardias sao: deficit auditivo; 
cole^ao subdural; empiema subdural; ventriculite; hidrocefa- 
lia; encefalite com retardamento mental; altera^oes cerebro- 
vasculares, como hemorragia, trombose ou infarto; abscesso 
(raramente). 

Considerando-se o conjunto das MBA: 

■ A mortalidade varia de 15 a 20 % 

■ Estado vegetativo, em 10 a 15% 

■ Disfun^ao grave, em 3 a 5% 

■ Disfun^ao moderada, em 14 a 20% 

■ Disfun^ao leve ou nula, em 66 %. 

Altera^oes cognitivas podem ser detectadas em cerca de 
10 % dos pacientes que foram acometidos por MBA. 

- Meningites recorrentes 

Embora raramente, as MBA podem recorrer, mais frequen- 
temente em meningites por pneumococos (1/3 dos casos). 
Isso pode acontecer quando houver: deficiencia imunologica; 
altera^oes anatomicas: fraturas da base do cranio; lesoes ero- 
sivas da mastoide; defeitos congenitos de estruturas dermicas 
ao longo do neuroeixo; lesoes perfurantes do cranio; proce- 
dimentos neurocirurgicos; fistulas ocultas ou que surgem de 
modo intermitente, por vezes meses ou anos apos trauma cra¬ 
nio encefalico. 

O diagnostico de altera^oes anatomicas deve ser feito por 
exames de neuroimagem. O diagnostico de fistulas pode 
ser feito por: uso de radioisotopos, em exames de medicina 
nuclear; TC frontal e da mastoide com protocolos especificos; 
pesquisa de glicose em niveis significativos nas secretes nasal 
ou auricular. 

O tratamento das MBA recorrentes nao difere daquele uti- 
lizado para as MBA classicas. 
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► Introdugao 

Doen^a infecciosa causada por uma espiroqueta, o 
Treponema pallidum, subespecie pallidum, a sifilis apre- 
senta indices de incidencia que voltaram a ere seer apos 
uma decada de estabiliza^ao, como observado para as 
demais doen^as sexualmente transmissiveis. Para isso, 
contribuiram nao somente o comportamento sexual, 
como tambem a dissemina^ao do uso de heroina, maco- 
nha, metadona, e, em especial, a cocaina/crac/c, levando a 
prostitui^ao por essas substancias. Nesse periodo, o indice 
de gestantes que usavam crack sofreu crescimento de mais 
de 20 vezes, com consequent e aumento da incidencia de 
sifilis congenita, avaliada nos EUA em mais de 2 casos 
por 10.000 nascidos vivos, alem de ser responsavel por 
cerca de 40% dos obitos perinatais resultantes da infec^ao 
intrauterina. 1 ’ 4 

No Brasil, os indices de prevalencia da sifilis mostram 
ascensao evldente, com cerca de 1 milhao de novos casos 
de sifilis registrados a cada ano, sen do aproximadamente 
29.000 os casos de sifilis congenita, e, destes, apenas 
5.749 foram notificados no ano de 2006, de acordo com 
estimativa do Ministerio da Saude (Programa Nacional de 
DST/AIDS). Desde 1993, o Ministerio da Saude propos um 
projeto de eliminaqao da sifilis congenita (SC) enquanto 
um problema de saude publica, em consonancia com a pro- 
posta de controle do agravo nas Americas formulada pela 
Organizaqao Mundial da Saude e pela Organiza^ao Pan- 
Americana de Saude, definindo como meta uma incidencia 
menor ou igual a 1 caso/1.000 nascidos vivos. Os resultados 
deste programa indicam que houve mais sucesso na preven- 
<jao da transmissao vertical do HIV que da sifilis congenita. 
Estima-se que, no pais, a media da prevalencia da sifilis na 
gestaqao varie de 3,5 a 4%; e o indice de mortalidade por 
sifilis congenita no Brasil, de 70 a 100 por milhao de nas¬ 
cidos vivos. 5,6 

Apos o contagio sexual, o protossifiloma, lesao primaria 
no local de inocula^ao, surge cerca de 10 dias a 3 meses 
depois, em geral entre 3 e 4 semanas, como ulcera^ao 
indolor, de bordas endurecidas e rea^ao ganglionar sate- 
lite. A lesao tende a desaparecer espontaneamente apos 4 a 
6 semanas, seguindo-se a fase de secundarismo. Essa fase 
se manifesta cerca de 1 a 6 meses apos o desaparecimento 
do protossifiloma, como processo infeccioso com roseolas, 
lesoes mucosas e linfadenopatia generalizada, por vezes 
rea^ao meningea, que tambem cedem espontaneamente 
apos periodo de 2 a 6 semanas. Ao secundarismo, segue-se 
a fase de sifilis recente latente, nos primeiros anos apos a 
infeeqao, quando pode haver recorrencias de lesoes cut ti¬ 
neas e mucosas, oculares e, ocasionalmente, a neurossifilis 
recente. A fase de secundarismo se apresenta como menin- 
gite aguda, nao raro com altera^oes em nervos cranianos 
ou acidentes vasculares cerebrals. Raramente encontrada 
em casos insuficientemente tratados de individuos com 
sistema imunologico funcionante, e observada em infec- 
tados pelo HIV, mesmo quando tratados da infec^ao sifili- 
tica recente segundo esquemas terapeuticos considerados 
eficientes. 7 Segue-se a fase latente tardia que, 5 a 20 anos 
apos a infec^ao, pode dar lugar a sifilis terciaria, sintomd- 
tica, com lesoes destrutivas, cardiovasculares ou do sis¬ 
tema nervoso central, com demencia, psicose, tabes dorsa¬ 
lis, ou com o surgimento de lesoes gomosas em pele, ossos 
e visceras. 


► Diagnostics laboratorial 

Em razao da ausencia de manifestaqoes clinicas, ou, quando 
ha, proteiformes, o diagnostico da sifilis baseia-se na eviden- 
cia^ao do Treponema nas lesoes ou, mais frequentemente, na 
detec^ao de anticorpos suscitados pela infeeqao. 

- Pesquisade treponema 

O treponema pode ser evidenciado na sifilis recente, no 
material de protossifiloma ou de lesoes cutaneas ou muco¬ 
sas do secundarismo e da sifilis congenita, por observa^ao 
microscopica direta, em campo escuro, ou apos colora^ao pela 
prata, pelos corantes de Leishman ou Giemsa, ou por imuno- 
fluorescencia. 

Pesquisa em campo escuro 

E essencial a coleta adequada do material, no protossifi¬ 
loma, removendo-se a camada de material que recob re a lesao, 
delicadamente, com uma gaze para que nao sangre e, em 
seguida, tocando-se a superficie da ulcera^ao com a lamina de 
microscopia para coletar a gota de exsudato limpido que la se 
forma. Sob laminula, esta e examinada em seguida por micros¬ 
copia de campo escuro, com objetiva de 40 a lOOx de aumento. 
Juntando-se as bordas da laminula, por exemplo, com esmalte 
de unhas, para que o material nao seque, este pode ser exami- 
nado mesmo apos 1 ou 2 h. O treponema pode ser pesquisado 
em raspado de lesao cutanea ou mucosa, ou no aspirado de 
pun^ao de nodulo linfatico satelite a lesao primaria. A adequa- 
c^ao da centragem e da altura do condensador de campo escuro, 
para perfeita luminosidade, deve ser previamente comprovada 
por exame de material que habitualmente contem espirilos, 
como treponemas bucais de raspado de gengivas. A observa- 
£ao direta, a fresco, o Treponema pallidum e delgado, com 6 a 
8 espiras regulares e apertadas, movimentando-se ativamente 
para diante e para tras por rota^ao continua. 

Pesquisa apos Colorado 

Seco e fixado ao calor brando, o material pode ser corado 
pela prata (Fontana) ou, discretamente, por corante pan optico 
como o Giemsa. Especialmente para material de lesoes muco¬ 
sas da boca, que podem apresentar treponemas nao patoge- 
nicos morfologicamente semelhantes, e preferivel a colora^ao 
por imunofluorescencia. Pela tecnica direta, a lamina e incu- 
bada com anticorpo conjugado a fluoresceina, monoclonal ou 
policlonal, especifico para T. pallidum. Na falta deste, pode-se 
proceder a tecnica indireta, utilizando-se um soro reagente, de 
alto titulo, de paciente com sifilis. Tornado especifico para o T. 
pallidum por dilui^ao no reagente absorvente (sorbent utilizado 
no teste FTA-Abs), este soro e incubado sobre o preparado a 
examinar, que, em seguida, depois de lavado, e incubado com 
conjugado fluorescente antiglobulinas humanas. A colora^ao 
por imunofluorescencia, ou por tecnica imuno-histoquimica 
realizada com anticorpo marcado com enzima, tambem pode 
evidenciar o treponema em cortes de tecido. 

Teste de infectividade em coelho epesquisa de DNA 

De soro ou do LCR, o T. pallidum pode ser isolado por ino- 
cula^ao em testiculo de coelho. 8,9 O treponema tambem pode 
ser evidenciado pela identifica^ao de segmento especifico 
de DNA, extraido de tecido s, inclusive fixados em parafina, 
muito embora os tecidos parafinados resultem, em porcenta- 
gem significativa de casos, em amostras de DNA que nao se 
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prestam a amplificaqao. A literatura relata tentativas realizadas 
com amostras de soro e outros materials biologicos, tais como 
os fluidos oculares e o cefalorraquidiano, amplificados pela 
tecnica da rea^ao em cadeia da polimerase (PCR> polymerase 
chain reaction ). Diversos sistemas de amplifica^ao, tanto con- 
vencionais como os realizados em tempo real ( real-time PCR) 
tern sido propostos, muitos dos quais usando como alvo o gene 
que codifica a proteina de membrana de 47 kDa do T. palli¬ 
dum, tanto na sifilis primaria quanto na secundaria e na forma 
latente, apresentando resultados ainda heterogeneos, mais 
promissores em lesoes sifiliticas primarias do que em sangue, 
soro, plasma, fluidos oculares ou liquido cefalorraquidiano. 
Sendo assim, ao menos ate que existam tecnicas moleculares 
comercialmente disponiveis e previamente validadas, as fer- 
ramentas moleculares devem ser analisadas em conjunto com 
os dados clinicos, epidemiologicos e laboratoriais oriundos de 
testes treponemicos e nao treponemicos. A PCR tambem tern 
sido proposta como ferramenta para subtipar os treponemas, 
e ainda para a detec^ao de cepas resistentes a macrolideos e 
outros farmacos. 10 ” 17 

- Testes sorologicos 

Distinguem-se em testes lipoidicos ou de cardiolipina e testes 
treponemicos , de acordo com os reagentes antigenicos empre- 
gados. 

Testes de cardiolipina 

Os testes de cardiolipina utilizam como antigeno esse fosfo- 
lipidio, principio ativo dos extratos de cora^ao de boi, empre- 
gados ha mais de 80 anos para a pesquisa das “re agin as”, anti- 
corpos que, embora habitualmente encontrados no soro em 
quantidades diminutas, na sifilis atingem altos niveis. Presente 
em numerosos tecidos organicos, a cardiolipina e de especifici- 
dade limitada; porem, a alta sensibilidade, a pronta resposta a 
terapeutica, o custo reduzido e a simplicidade de execu^ao dos 
testes lipoidicos asseguram-lhes uso generalizado na sorologia 
da sifilis. Simples rea^ao de flocula^ao, o teste cardiolipinico 
do VDRL ( veneral disease research laboratory ) e suas variantes, 
como o teste RPR {rapid plasma reagin ) e o Carbotest, vieram 
substituir as tecnicas de fixa^ao do complemento (Wasserman, 
Kolmer, Maltaner), atualmente em desuso. Basicamente, con- 
sistem em suspensoes de cristais de colesterol como suporte 
da cardiolipina, em meio aquoso contendo lecitina, que sao 
aglutinados em presen^a do soro reagente. De alta sensibili¬ 
dade, porem sujeitos a resultados falso-positivos, assim como 
a resultados falso-negativos, especialmente na sifilis tardia, os 
testes de cardiolipina devem ter seus resultados confirmados 
pelos testes treponemicos. Os testes de cardiolipina qualita- 
tivos sao realizados com soro puro (1/1), e tambem sempre 
com soro diluido (1/10), pelo risco de resultado falso-negativo 
eventualmente observado nos soros fortemente reagentes nao 
diluidos, por fenomeno de pre-zona. Para os testes quantitati- 
vos, sao ensaiadas dilutees dobradas, a partir de 1 /1. A sensi¬ 
bilidade e a especificidade dos testes de cardiolipina, especial¬ 
mente do VDRL, podem variar acentuadamente se nao forem 
rigorosamente obedecidos os minimos detalhes de tecnica, a 
experiencia mostrando que, entre nos, os resultados erroneos, 
falso-positivos e falso-negativos, tern sido frequentes, como 
evidenciado por Jorge 18 e por nossas proprias observances. E 
absolutamente necessaria, para to dos os laboratorios que rea- 
lizam esses testes, a manutenqao de um rigoroso e constante 
controle de qualidade, interno e externo. 


Testes treponemicos 

Os testes sorologicos sao realizados com Treponema palli¬ 
dum, ou com seus antigenos, obtidos a partir de testiculos de 
coelhos infectados. O primeiro teste descrito, de imobilizagao 
do treponema 19 deu lugar, pela maior facilidade de execu^ao, 
ao teste de imunofluorescencia (FTA-Abs, de fluorescent tre¬ 
ponemal antibody-absorption), 20 realizado apos absornao ou 
bloqueio de anticorpos nao especificos eventualmente encon¬ 
trados no soro. Procede-se a essa absor^ao diluindo-se o soro a 
1/5 no reagente absorvente (sorbent), que e um decocto de cul- 
tura, em meio rico em peptidios e soro animal, de Treponema 
phagedenis biotipo Reiter, nao patogenico. O soro e entao 
incubado sobre T. pallidum fixados em lamina de microscopia, 
seguindo-se lavagens e incuba^ao com conjugado fluorescente 
anti-imunoglobulinas humanas. A fluorescencia dos trepone¬ 
mas indica soro reagente quando de 2, 3 ou 4+, atribuindo-se 
reatividade limiar quando de l+> e nao reatividade quando 
ausente ou duvidosa a coloraqao fluorescente. A recomenda- 
nao atual e que os testes dados como duvidosos ( borderlines) 
sejam considerados como nao reagentes. Os testes duvidosos 
ou de reatividade limiar devem ser repetidos para confirma- 
nao. 21 A subjetividade da leitura microscopica e as variances de 
sensibilidade do teste exigem, alem de rigorosa padroniza^ao, 
a inclusao sistematica em cada rea^ao, de soros testemunhas, 
reagente, nao reagente e principalmente, de reatividade limiar, 
para avalia^ao segura de cada resultado observado (este ultimo 
pode ser obtido no Laboratorio de Doen^as Transmissiveis dos 
Centros de Controle e Prevenqao de Doenqas - CDC, Atlanta, 
EUA). E sempre imprescindivel certificar-se da presen^a de 
treponemas no preparado, por inspenao em campo escuro ou 
pela utilizanao da tecnica de dupla colora^ao. 22 Nesta, o con¬ 
jugado anti-IgG e marcado pela rodamina, corando os trepo¬ 
nemas em vermelho nas rea^oes positivas, fazendo-se uma 
contracoloraqao com anticorpo antitreponema, marcado pela 
fluoresceina, que os cora em verde nos testes negativos. Sao 
numerosas e frequentes as causas de resultados insatisfatorios, 
em razao da baixa luminosidade de objetivas, filtros deterio- 
rados, fonte luminosa enfraquecida, antigenos com baixa rea¬ 
tividade, conjugados de qualidade inferior ou erroneamente 
diluidos, subjetividade da leitura microscopica etc. 

No teste FTA-Abs-IgM, para a pesquisa de anticorpos IgM, 
utiliza-se conjugado fluorescente especifico anti-IgM (anti-p). 
O alto risco de resultados falso-positivos, por interferbneia 
de fatores reumatoides eventualmente encontrados no soro, e 
de resultados falso-negativos, pela competi^ao de anticorpos 
IgG, torna obrigatoria a remo^ao previa das IgG das amos¬ 
tras de soro a testar, por exemplo por precipita^ao com soro 
anti-IgG. 23 Do mesmo modo, pode-se fracionar previamente o 
soro, separando-se a fraqao IgM de 19S e realizando-se o teste 
FTA-Abs 19S IgM com esta mesma fra^ao. 24 

Comparavel ao teste FTA-Abs quanto aos resultados, o 
teste de micro-hemaglutinagao com hemacias recobertos com 
antigenos de T. pallidum e de execuqao mais simples, e a sua 
leitura visual nao exige equip amentos. 25,26 A padroniza^ao 
dos reagentes pelos fabricantes assegura ao teste a adequada 
padroniza^ao. Atualmente, utilizam-se hemacias nucleados, 
de aves, que, pela rapida sedimentaqao, possibilitam resulta¬ 
dos apos 1 h de rea^ao, e que nao sao sensiveis a interferdneia 
de anticorpos heterbfilos. O teste e realizado em microplacas 
plasticas, adicionando-se a suspensao das hemacias reagentes 
as diluidoes do soro feitas no reagente absorvente. Nos testes 
reagentes, as hemacias depositam-se como um tapete no fundo 
da cavidade, ou como botao nos testes nao reagentes. 
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Os testes imunoenzimdticos (ELISA ou EIA) sao proces- 
sados com extratos antigenicos de T. pallidum fixados sobre 
suportes, como microesferas ou cavidades de placas plasticas. 
Sobre estes, incubam-se, sucessivamente, dilui^oes do soro 
absorvente, de conjugado enzimatico anti-IgG humanas, e, por 
fim, a mistura cromogena, todas estas incuba^oes intercaladas 
por lavagens da placa, lendo-se, entao, em espectrofotometro 
a colora^ao resultante. Uma intensidade limiar de colora^ao, 
predeterminada segundo as colora^oes obtidas para soros de 
nao sifiliticos, torna possivel identificar os soros reagentes, 
que originam absorbancias acima desse valor. Seis antlgenos 
recombinantes de T. pallidum foram testados por tecnica imu- 
noenzimatica para determina^ao das sensibilidades e especi- 
ficidades de cada um deles em 43 amostras de pacientes com 
sifilis, 8 com febre recorrente, 8 com doen^a de Lyme, 9 com 
leptospirose e 15 individuos nao infectados. Tres dos antlgenos 
recombinantes (TpQ155, Tp0483 e Tp0751) apresentaram sen¬ 
sibilidades baixas, variando entre 28 e 42%, enquanto os outros 
tres apresentaram desempenho satisfatorio: Tp0453, 100% de 
sensibilidade e 100% de especificidade; Tp92 (Tp0326), 98% de 
sensibilidade e 97% de especificidade e Gpd (Tp0257), 91% de 
sensibilidade e 93% de especificidade. Tanto o Tp0453 quanto 
o Tp92 e o Gpd foram igualmente capazes de reconhecer soros 
de pacientes com sifilis primaria precoce que nao haviam sido 
detectados pelo VDRL. A reatividade dos soros de pacientes 
com Tp0453, Tp92 e Gpd foi proporcional aos titulos obtidos 
com o teste de microaglutina^ao (MHA-TP). Sendo assim, 
o estudo concluiu que os antigenos recombinantes Tp0453, 
Tp92 e Gpd se mostraram promissores marcadores de diag¬ 
nostico quando usados em testes imunoenzimaticos. 27 Outro 
antigeno recombinante, rTp47, foi identificado por meio de 
tecnica de Western blot em 100 pacientes brasileiros com sifilis 
confirmada pelo uso do VDRL, TP HA e FTA-Abs. Estes mes- 
mos 100 soros foram testados por tecnica de ELISA-rTp47 e, 
apesar de 90 terem sido positivos, 10 foram negativos, muito 
embora tenham apresentado reatividade contra outras fra^oes 
antigenicas do T. pallidum (Tpl7 e Tpl5), demonstrando a 
necessidade de se agregarem varias fra^oes antigenicas em um 
mesmo teste imunoenzimatico com o intuito de melhorar a 
sensibilidade do teste. 28 

Ha estreita correla^ao entre os resultados dos testes tre¬ 
ponemicos, ELISA e FTA-Abs, embora nao sejam totalmente 
superponiveis. Desta maneira, o diagnostico sorologico da 
sifilis deve ter base em uma combinaqao de resultados de tes¬ 
tes treponemicos e nao treponemicos. 

Para a detec^ao de anticorpos IgM, emprega-se ELISA 
com conjugado anti-p, mas deve-se remover previamente as 
IgG da amostra a analisar, como para o teste FTA-Abs-IgM. 
Preferencialmente, utiliza-se o teste de captura de IgM, incu- 
bando-se o soro sobre o suporte recoberto com anticorpo 
anti-IgM. “Captura-se”, entao, uma amostra das IgM do soro 
sobre a placa. Nova incuba^ao com antigeno de T, pallidum , 
marcado com enzima, seguida de desenvolvimento de cor pela 
a^ao desta sobre reagentes cromogenos entao adicionados, 
torna possivel identificar anticorpos IgM antitreponemicos. 

Especialmente para o diagnostico da sifilis congenita, tern 
sido indicada a pesquisa de anticorpos IgM pelo teste de immu - 
noblot IgM, principalmente com fra^oes lipoproteicas do T. 
pallidum obtidas por parti^ao, com Triton X-114, de extratos 
do treponema. 2y Depois de separadas por cromatografia em 
bandas paralelas, essas fra^oes sao transferidas para folhas de 
nitrocelulose, que sao cortadas em tiras, perpendicularmente 
as bandas. O soro e incubado sobre a tira de nitrocelulose, e 
sua rea^ao com as diferentes fraqoes antigenicas e revelada 


incubando-se a tira com conjugado enzimatico anti-IgM, 
seguida de desenvolvimento de cor. 

Em estudo recente, 30 duas tecnicas de immunoblot foram 
comparadas (INNO-LIA Syphilis Score ou LIA e o MarDx T. 
pallidum IgG Marblot Test -TWB), utilizando como referen- 
cias um EIA (ELISA), TPPA e FTA-Abs para o diagnostico de 
sifilis no Laboratorio de Saude Publica de Hong Kong. Foram 
testados 135 pacientes: 39 com sifilis primaria, 20 com sifi¬ 
lis secundaria, 18 com sifilis latente precoce e 58 com sifilis 
latente, alem de 43 individuos saudaveis. As diferen^as entre 
o LIA e os testes convencionais (EIA/TPPA, FTA-Abs) nao 
foram significativas, porem a sensibilidade do TWB foi mais 
baixa. A sensibilidade do teste LIA foi de 94,1%, e do TWB de 
65,2%. Ambos os testes apresentaram 100% de especificidade. 
Os autores concluiram que o LIA pode representar uma alter- 
nativa valida como teste confirmatorio para o diagnostico de 
sifilis. 

► Utilizagao e interpretagao 
dos testes para sifilis 

Na sifilis primaria, os testes de cardiolipina e treponemi¬ 
cos positivam depois do aparecimento, mas ainda na vigencia 
do protossifiloma, com sensibilidade maior para o FTA-Abs e 
para o VDRL (85%) do que para o teste de hemaglutina^ao (60 
a 70%), porem menor para o teste de imobiliza^ao (40%). No 
secundarismo e na sifilis latente recente, a sensibilidade dos 
diversos testes e de 99 a 100%, porem, na sifilis tardia, decresce 
para 70% para os testes de cardiolipina, mantendo-se elevada 
(98%) para os testes treponemicos. 

Quanto a especificidade, os testes de cardiolipina, quando 
aplicados a uma popula^ao considerada normal, como de 
doadores de sangue, apresentam 1% ou menos de resultados 
falso-positivos, mas estes podem alcan^ar porcentagens mais 
elevadas em idosos, gestantes, viciados em drogas ilicitas e 
diferentes grupos de pacientes, como aqueles com autoanti- 
corpos ou portadores de doenqas do tecido conjuntivo, lupus 
eritematoso sistemico, artrite reumatoide etc., com niveis de 
ate 40% de resultados falso-positivos. De causas outras que nao 
a sifilis, estas reaches falso-positivas biologicas em geral mos- 
tram titulos baixos, de 1/1 a 1/4, mas eventualmente elevados. 
Podem ser agudas, de dura^ao transitoria, frequentes apos 
vacina^oes ou em infec^oes bacterianas, virais ou parasitarias, 
como na pneumonia por micoplasma, na malaria, ocasional- 
mente na gravidez etc. As cronicas, que por defini^ao persis- 
tem por mais de 6 meses ou sao permanentes, sao encontradas 
em casos de doen^as do colageno, lupus, tiroidites, hanseniase, 
viciados em substancias ilicitas, idosos, ou podem ser idiopati- 
cas, sem causa aparente. 

Caracteristica importante dos testes de cardiolipina e que 
possibilitam acompanhar a terapeutica, pela rapida resposta 
representada pela queda de titulos e mesmo pela negativa^ao 
(sororreversao), modifica^oes mais lentas e mesmo inexisten- 
tes para os testes treponemicos. 

Os testes treponemicos apresentam especificidade de 96 a 
99% e nao maxima (100%), como muitas vezes foi apregoado. 
Assim, nao devem ser utilizados para triagem, pois, em popu¬ 
lates de baixa prevalencia da sifilis, uma alta proporpao dos 
positivos seria de resultados falsos. Deste modo, ao se submeterem 
a testes treponemicos, pessoas oriundas de uma determinada 
popula^ao, por exemplo, com 1 a 2% de prevalencia de sifilis, a 
esta porcentagem de testes verdadeiro-positivos somar-se-iam 
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cerca de 1 a 4% de resultados falso-positivos, corresponden- 
tes aos nfveis de inespecificidade do teste. Isso significaria de 
um ter^o a metade de falso-positivos, ou seja, um baixo valor 
preditivo positivo para o teste. Observaqao importante e que 
os testes treponemicos com antigenos de T. pallidum sao posi¬ 
tives tambem em outras infecqoes treponemicas, como a pinta 
ou carate e a bouba ou pia, assim como na sifilis endemica. 

Deste modo, os testes treponemicos devem ser reservados 
para confirmaqao dos resultados dos testes de cardiolipina, 
quando entao assumem elevado valor diagnostico. Suponhamos 
pacientes hospitalares com 2% de prevalencia de sifilis, ou seja, 
com 200 casos em 10.000 pessoas submetidas a exames soro- 
logicos para a sifilis. Utilizando um teste treponemico, seriam 
encontrados 200 resultados verdadeiro-positivos e mais outros 
200 falso-positivos, esses devidos aos 2% de inespecificidade 
do teste observados nessa popula^ao, o que nos daria apenas 
metade de verdadeiro-positivos (valor preditivo positivo de 
50%). Para um teste de cardiolipina, seriam encontrados, na 
triagem, 200 verdadeiro-positivos, mas nao seria surpresa uma 
inespecificidade de 10%, resultando mais 800 falso-positivos. O 
valor preditivo positivo seria de apenas 20% (200 verdadeiros 
no total de 1.000 positivos). Entretanto, submetendo-se estes 
1.000 soros reagentes pela cardiolipina ao teste treponemico 
como teste confirmatorio, seriam encontrados 200 resultados 
verdadeiro-positivos correspondentes aos sifiliticos, mas ape¬ 
nas 16 falso-positivos, do que resulta um valor preditivo posi¬ 
tivo de 93%. As porcentagens de positividade para as diferentes 
intensidades de fluorescencia, nos varios estagios da sifilis, estao 
assinaladas no Quadro 19.1, cujos dados mostram a alta espe- 
cificidade do teste FTA-Abs quando a intensidade da fluores¬ 
cencia e de 3 ou 4+, enquanto Jimitada para as reaqoes fracas, 
especialmente quando de reatividade limiar, de 1+. 

Justifica-se a utiliza^ao de testes treponemicos quando os 
testes de cardiolipina sao negatives, nas circunstancias em que 
a sensibilidade destes e baixa, como para a confirma^ao de sifi¬ 
lis terciaria e, eventualmente, na sifilis primaria. 

- Testes sorologicos na avalia^ao do tratamento 

No seguimento terapeutico da sifilis os testes quantitativos 
de cardiolipina sao indispensaveis, pois seus titulos tendem a 
declinar ou negativar-se apos tratamento eficaz (sororrever- 
sao). O mesmo nao ocorre com os testes treponemicos, que 
tendem a se manter inalterados por longo periodo. 

Na sifilis recente o tempo para negativaqao dos testes de 
cardiolipina, apos tratamento eficaz, e tanto mais demorado 
quanto maior a dura^ao da infec^ao, ou quanto mais elevados 


forem os titulos no inicio do tratamento. Na sifilis primaria 
ou secundaria, os titulos declinam de modo exponencial, em 
geral, cerca de 4 vezes ao fim dos primeiros 3 meses, e de 8 
vezes ao fim de 6 meses, negativando-se em cerca de 1 ano 
para a sifilis primaria tratada, e em 2 anos para a secundaria. 

A necessidade de novo tratamento, em consequencia de 
terapeutica ineficaz ou de reinfec^ao, e indicada por eleva^ao 
duradoura do titulo de pelo menos 4 vezes, ou pela persisten¬ 
ce de titulo elevado, por exemplo, de 1/8, por 1 ano apos o 
tratamento. Nas formas tardias, a terapeutica antiluetica pode 
resultar em queda lenta de titulos dos testes de cardiolipina, 
que, na maioria das vezes, permanecem persistentemente em 
titulos baixos. 

Quanto aos testes treponemicos, na sifilis recente tratada, 
podem ser negativados em alguns anos, o que nao e obser- 
vado apos o tratamento da sifilis tardia. Entretanto, os testes 
treponemicos para anticorpos IgM seriam positivos somente 
na sifilis em atividade, tendendo a negativa^ao apos terapeu¬ 
tica eficaz. 31-39 

- Neurossffilis 

O Treponema pallidum pode ocasionar lesoes do sistema 
nervoso central, observadas principalmente na sifilis tar¬ 
dia como forma terciaria da infec^ao, ap6s longo periodo de 
latencia e atingindo principalmente estruturas ectodermicas, 
de que resultam psicoses, dementia, tabes dorsalis. Como ja 
observado por Ehrlich, ao tratamento inadequado da sifilis 
recente pode seguir-se, a curto prazo, de 6 meses a 1 ano, o 
aparecimento de neurossifilis recente, a que ele denominou 
“neurorrecorrdneia” A “neurorrecorrencia” acomete princi- 
palmente tecidos de origem mesodermica, causando lesoes de 
nervos cranianos, acidentes vasculares cerebrais e meningites 
agudas. A neurossifilis recente e observada em pacientes infec- 
tados pelo HIY, pela frequente concomitancia das duas infec- 
qoes. Ainda que tratados da infeeqao treponemica nas fases de 
sifilis recente com doses de penicilina G benzatina considera- 
das curativas, cerca de 50% desses pacientes apresentam lesoes 
neurologicas, que podem ocorrer mesmo antes de qualquer 
manifesta^ao da AIDS e com niveis de CD4 acima de 200/ 
mm 3 . 5 A hipotese e de que realmente a penicilina por si so nao 
seja capaz de erradicar o treponema, sendo indispensavel a 
aqao do sistema imunologico para a cura clinica, confirmando 
as varias referencias da permanencia do treponema apos trata¬ 
mento, em linfonodos ou no humor aquoso, e que justificaria a 
“cicatriz sorologica”, positividade permanente da sorologia na 
sifilis tratada e clinicamente curada. 40,41 


Quadro 19.1 ■ Porcentagens de reatividade do teste FTA-Abs em pacientes (tratados e nao tratados) com teste de cardiolipina reagente, em 
diferentes fases da sifilis e em nao sifiliticos. 


Sifilis 



Primaria 


Secundaria 


Latente 


Terciaria 

Nao 

Reatividade 

NT(%) 

T(%) 

NT (%) 

T(%) 

NT (%) 

T(%) 

NT (%) 

sifilis (%) 

Nao reagente 

7,6 

9,1 

1° M 

0 

0 

2,2 

3,3 

96,4 

Limiar 1+ 

9,4 

5,2 | 

2,6 

2 

| 4,4 

2,2 | 

I 8,3 

| 2,3 

2+ 

13,2 ] 

5,2 

I ° 1 

4 

5,2 

2,9 

6,7 

0,9 

3+ 

7,5 

14,3 

6,4 

10,1 

1 13 

14 

26,7 

0,4 

4+ 

62,3 

66,2 

91 

83,9 

| 77,2 

78,7 

55 

0 

Total reagentes 2+ a 4+ 

83 

85,7 

97,4 

93 

I 95,6 

95,6 

88,4 

1,3 


NT - nao tratados; T = tratados. Modificado de Larsen eta/., inctuindo-seos casos borderline como nao reagentes e aqueles 1+reagentes, como de reatividade iimiar, 21 
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Diagnostic laboratoriai e acompanhamento terapeutico 
da neurossffiiis 

A produ^ao intratecal de anticorpos anti- Treponema 
pallidum e uma evidencia de neurossifilis e traduz-se pela 
positividade do teste do VDRL no liquido cefalorraqui- 
diano em cerca de 50% dos casos (de ate 90% na neuros¬ 
sifilis sintomatica, mas de apenas 10% quando nao sin¬ 
tomatica), porem com especificidade de 99,8% para esse 
diagnostico. Os testes trepon£micos no liquido cefalor- 
raquidiano tambem sao positivos, mas o teste FTA-Abs 
mostra-se igualmente reagente nas demais apresenta^oes 
da sifilis sem comprometimento neurologico. Entretanto, 
no teste de hemaglutina^ao com antigenos de T. pallidum , 
os titulos liquoricos sao em geral de 1/8 ou mais na neu¬ 
rossifilis, enquanto de ate 1/4 nas demais formas da sifi¬ 
lis. 26 Uma evidencia de produ^ao intratecal de anticorpos 
anti -Treponema pallidum e, portanto, de neurossifilis, seria 
a maior “carga” desses anticorpos no liquido cefalorraqui- 
diano do que no soro. Essas cargas correspondem ao titulo 
de anticorpos por miligrama de IgG e sao calculadas divi- 
dindo-se o titulo obtido pela quantidade respectiva de IgG, 
em miligramas. 

Os achados de anticorpos IgM anti- T. pallidum no Equido 
cefalorraquidiano tern sido indicados como de valor diagnos- 
tico de neurossifilis. Em 6 casos de neurossifilis sintomatica 
houve positividade do ELISA-IgM, tendo sido negativos em 
9 casos de neurossifilis assintomatica, em 20 de sifilis recente 
ou latente, tratados ou nao, e em 98% de 494 liquido s de nao 
sifiliticos. Porem, nao mostraram maior valor para o segui- 
mento terapeutico. 

Na ausencia de outros processes neurologicos, como infec- 
£ao pelo HIV, a pleocitose linfocitaria no liquido cefalorra¬ 
quidiano e o melhor indicio de atividade da neurossifilis, e a 
contagem de celulas, o melhor indicador da resposta terapeu- 
tica. A quantidade de celulas tende a normalizar-se entre 6 e 
18 meses apos o tratamento. 25 Outra evidencia da atividade 
sao os niveis elevados de proteinas liquoricas. 

Os testes de cardiolipina no liquido cefalorraquidiano 
podem mostrar decrescimo de titulos entre o 3 a e o 6- mes 
pos-tratamento, mas se mantem positivos geralmente por 
longo tempo, de meses ou anos. 

A detec^ao do DNA de Treponema pallidum no Equido 
cefalorraquidiano pela PCR nao se mostrou sensivel para 
diagnostico da neurossifilis, nem adequada para seguimento 
terapeutico, pois pode se manter positiva ate por anos apos 
tratamento em pacientes ‘ clinicamente curados’. 42-46 

- Sifilis congenita 

Sao suspeitos de sifilis congenita todos os recem-nascidos 
de parturientes portadoras de sifilis nao tratada ou insuficien- 
temente tratada. E de 50% ou mais a probabilidade de trans¬ 
missao placentaria nas sifilis primaria e secundaria, nao tra- 
tadas, insuficientemente tratadas, ou que foram submetidas a 
tratamento em data muito proxima ao parto, sendo mesmo 
referidas porcentagens de 70 a 100% de transmissao conge¬ 
nita quando considerados os quatro primeiros anos depois 
da infec^ao materna. Entretanto, a infec^ao congenita pode 
ocorrer em casos de gestante com sifilis latente e, ocasional- 
mente, mesmo com sifilis tardia ou terciaria. Em cerca de 
40% dos casos de transmissao congenita ha morte fetal por 
abortamento espontaneo, alem de elevada morbimortalidade 
perinatal. 


O diagnostico da sifilis congenita fundamenta-se nos ante- 
cedentes maternos e nos exames clinicos e laboratoriais, mas 
nem sempre se consegue um diagnostico de certeza que torne 
possivel excluir a infec^ao, na ausencia de evidencias mar- 
cantes da resposta humoral e de sinais clinicos, pois, com fre- 
quencia, a sifilis congenita e assintomatica. Nesses suspeitos 
sem confirma^ao laboratoriai, a terapeutica e o seguimento da 
crian^a ao longo do primeiro ano de vida sao indicados. 1-6 

Diagnostic laboratoriai da sifilis congenita 

Pesqulsa do treponema 

Nos casos sintomaticos, a pesquisa do treponema em ras- 
pado de lesoes cutaneas, nas lesoes mucosas ou na secre^ao 
nasofaringea torna possivel um diagnostico bacteriologico. 
Entretanto, a evidencia^ao do treponema no Equido cefalor¬ 
raquidiano poderia ser de grande valor para o diagnostico da 
neurossifilis congdnita, que se acredita ocorrer em cerca de 
60% dos casos. Sanchez et alP puderam detectar DNA de T. 
pallidum pela PCR no liquido cefalorraquidiano em 86% de 
casos sintomaticos de sifilis congenita, mas em apenas 8% de 
recem-nascidos assintomaticos de gestantes com sifilis recente 
nao tratada. 

Testes soroEogicos 

O significado de testes positivos, de cardiolipina ou tre- 
ponemicos, no soro do recem-nascido, e limitado pela trans- 
ferencia passiva de anticorpos IgG maternos. Entretanto, os 
titulos destes tendem a cair e se negativar ao fim de alguns 
meses, enquanto mantidos ou em ascensao na sifilis conge¬ 
nita. Titulos do VDRL quatro vezes ou mais acima dos titulos 
maternos sao evidencia de infec^ao congenita. 32-36 Na pre- 
ven^ao da infec^ao congenita, toda gestante deve ser subme- 
tida a testes para a sifilis ja no inicio da gravidez, repetidos 
no terceiro trimestre da gesta^ao, bem como no sangue da 
parturiente, do cordao ou do recem-nascido, pelo risco de 
contagio materno no fim da gesta^ao. A negatividade sorolo- 
gica do recem-nascido nao exclui a infec^ao, quando trans- 
mitida por parturiente ainda na fase pre-sorologica da sifi¬ 
lis. Deste modo, nos casos epidemiologicamente suspeitos, 
no recem-nascido soronegativo os testes sorologicos devem 
ser repetidos apos o 3 9 mes de vida, pela possibilidade de 
positiva^ao tardia. Como para outras infec^oes congenitas, a 
pesquisa de anticorpos IgM no soro do recem-nascido e de 
grande valor para o diagnostico da sifilis congenita. O teste 
FTA-Abs-IgM foi utilizado por nos, e pudemos observar 
resultados positivos em 13 de 20 casos de sifilis congenita 
sintomatica. 47 Entretanto, esse teste apresenta de 20 a 40% de 
resultados falso-negativos, resultantes do bloqueio da rea^ao 
dos anticorpos IgM por competi^ao dos anticorpos IgG pre- 
sentes no soro. Ha, tambem, elevada porcentagem, de 10% 
ou mais, de resultados falso-positivos, causados pela inter- 
ferencia de fatores reumatoides, de ocorrencia frequente no 
soro de recem-nascidos. Ambas estas interferencias podem 
ser afastadas pela remo^ao previa destas IgG das amostras, 
ou pela realiza^ao do teste com a fra^ao IgM (19S) do soro. 
Dentre esses procedimentos, e mais eficiente a precipita^ao 
das IgG da amostra de soro a testar, por anticorpo anti-IgG. 23 
Tern sido descrita maior sensibilidade e especificidade para a 
pesquisa de anticorpos IgM pela tecnica de immunoblot, em 
pequenas tiras de nitrocelulose ( miniblots ) contendo as dife- 
rentes fra^oes antigenicas do treponema. E referida a reati- 
vidade de anticorpos IgM, principalmente com as fra^oes de 
47; 45; 42,5; 37 e 15,5 kDa, sendo considerada mesmo como 
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urn marcador da infec^ao congenita a rea^ao com a fra^ao de 
47 kDa, detectavel muito mais frequentemente em soro em 
rela^ao a liquido cefalorraquidiano. Entretanto, as pesquisas 
de anticorpos IgM antitreponemicos ainda nao sao aplicaveis 
como rotina no diagnostico da sifilis congenita. 48 " 50 

A detecqao de Treponema pallidum por PCR em liquido 
amniotico, ou ainda em soro e liquido cefalorraquidiano de 
recem-nascidos, tem apresentado sensibilidade, variando entre 
78 e 86%, com especificidade de 100%, o que demonstra que 
este tipo de detecqao pode constituir ferramenta diagnostica 
importante em futuro proximo, na dependencia da disponi- 
bilizaqao de testes comerciais suficientemente validados em 
ensaios clinicos. 8,10,12,15 
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► Introdugao 

A tuberculose e uma doen^a infectocontagiosa de evolu^ao 
cronica causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis , que 
acomete principalmente os pulmoes, podendo, porem, afetar 
outros orgaos e tecidos do organismo. O agente etiologico da 
tuberculose humana pertence a ordem Actinomycetales, fami- 
lia Mycobacteriaceae, genero Mycobacterium. O complexo M. 
tuberculosis e constituido por cinco especies de micobacterias 
intimamente relacionadas: M. tuberculosis , M. bovis, M. africa - 
num , M. microti e M. canetti. 1,2 

M. tuberculosis e um bacilo delgado, ligeiramente encur- 
vado, de 1 a 4 pm de comprimento e 0,3 a 0,6 pm de diame- 
tro, intracelular aerobico estrito, nao produtor de toxinas. Tern 
crescimento lento - cerca de 4 a 8 semanas para formar colo- 
nias visiveis em meios de cultura. 2,3,4 A tuberculose e trans¬ 
mit id a de pessoa a pessoa pelo ar, pela inala^ao de goticulas 
expelidas por individuo com a forma pulmonar ou larlngea 
da doen^a. Somente os nucleos secos das goticulas (nucleo 
de Wells), particulas de 1 a 5 pm de diametro que contem 2 
a 3 bacilo s, conseguem atingir os alveolos pulmonares e dar 
inicio a multiplica^ao. Embora a fagocitose aconte^a e alguns 
dos bacilos sejam destruidos, um maior numero permanece 
vivo dentro do fagossomo do macrofago. A sobrevivencia do 
patogeno dentro da celula e mediada principalmente pela sua 
habilidade de interferir na matura^ao do fagossomo, impe- 
dindo a acidifica^ao do microambiente - fundamental para a 
fusao fago-lisossomo o que permite sua multiplica^ao nos 
estagios iniciais da infec^ao. 5,6 

- Aspectos epidemiologicos 

Segundo a Organizaqao Mundial da Saude (OMS), 95% dos 
casos de tuberculose ocorrem nos paises em desenvolvimento, 
atingindo todos os grupos etarios, com maior predominio nos 
individuos economicamente ativos. 7 A tuberculose a cada ano 
e responsavel por 9 milhoes de casos novos e aproximada- 
mente 2 milhoes de obitos.* 

Em 2009, foram estimados 9,4 milhoes de casos novos de 
tuberculose, o que corresponde a 137 casos por 100.000 habi- 
tantes. Desses, 55% ocorreram na Asia, 30% na Africa, 4% 
na Europa; 7% regioes do Mediterraneo Oriental e 3% nas 
Americas do Norte, Central e do Sul. Entre os 22 paises mais 
acometidos pela doen^a, a India foi o que apresentou o maior 
numero de casos novos (2 milhoes), seguidos pela China com 
1,3 milhao, Africa do Sul, Nigeria e Indonesia com cerca de 
490 mil, 460 mil e 430 mil casos novos, respectivamente. 9 

Um fato preocupante e o aumento dos casos de tuberculose 
causada por cepas de M. tuberculosis resistentes a farmacos 
Em 2008, foram estimados 440 mil casos de tuberculose mul- 
tirresistente (TB MDR) e 150 mil obitos. 10 E considerado TB 
MDR quando a cepa de M. tuberculosis e resistente a rifampi- 
cina e isoniazida. O tratamento desses pacientes ainda e um 
desafio, sendo necessario o uso de farmacos de segunda linha, 
incluindo antibioticos injetaveis, o que torna o tratamento mais 
oneroso, com efeitos colaterais mais graves, os quais estendem 
o periodo de tratamento de 6 meses para 2 anos. 8 Dentre os 
27 paises com as maiores estimativas de casos de TB MDR, 
a China ocupa a primeira posi^ao com aproximadamente 
100 mil casos, seguida pela India, Federac^ao Russa e Africa do 
Sul com 99 mil, 38 mil e 13 mil casos, respectivamente. 9 

Segundo a OMS, 69 paises relataram pelo menos um caso 
de tuberculose extensivamente resistente (TB XDR) em 2010. 


Acredita-se que muitos casos de TB XDR nao sejam diagnostic 
cados devido as precarias situates dos laboratories para rea- 
lizar o teste de sensibilidade aos farmacos de segunda linha. 
Existe uma estimativa de que aproximadamente 25 mil casos 
de TB XDR emerjam a cada ano. 10 E considerada TB XDR 
quando cepas de M. tuberculosis sao resistentes a rifampicina 
e a isoniazida acrescida a resistencia a uma fluoroquinolona e 
a um farmaco injetavel de segunda linha (amicacina, canami- 
cina ou capreomicina). 10 

Com rela^ao a mortalidade, em 2009, a tuberculose foi 
responsavel pelo obito de 1,7 milhao de pessoas, o que cor- 
responde a 26 mortes por 100 mil habitantes/ano ou aproxi¬ 
madamente 4.700 pessoas/dia. A tuberculose e a oitava causa 
de morte em paises de baixa e media renda; e nos individuos 
entre 15 e 59 anos e a terceira causa de morte, depois do HIV/ 
AIDS e doen^as do corapio (infarto) . 8 

No Brasil foram notificados, em 2008, pelo SINAN (Sistema 
de Informa^oes de Agravos de Notifica^ao) do Ministerio da 
Saude, 71.059 casos novos de tuberculose, o equivalente a 
37,48 casos por 100 mil habitantes. Na distribui^ao de casos 
novos por unidade federada, os estados do Rio de Janeiro, 
Amazonas, Pernambuco, Para, Ceara, Rio Grande do Sul e 
Acre sao os que tern as maiores taxas de incidencia da doenqa 
entre 39,1 e 69,64/100.000. 11 Foram registrados, em 2008, 
356 casos de tuberculose multirresistente e quatro casos de TB 
XDR. 

De acordo com os dados do Ministerio da Saude, foram 
registrados 4.735 obitos por tuberculose em 2007, correspon- 
dendo a 2,5 obitos/100.000. As maiores taxas de mortalidade 
foram observadas nos estados do Rio de Janeiro, Pernambuco 
e Acre: 4,0; 4,9 e 5,2/100.000, respectivamente. 11 

Coinfeqao tuberculose/HIV 

A pandemia do virus da imunodeficiencia humana (HIV) 
e um dos maiores desafios para o controle da tuberculose. A 
associa^ao dessa coinfec^ao e sinergica, interativa e com sig¬ 
nificative impacto em todo o mundo. O aumento na viremia 
plasmatica com a imunossupressao eleva o risco de desen- 
volver TB, variando de 37 a 162%, dependendo do estagio da 
imunossupressao, assim como acelera a progressao da doen^a, 
especialmente no contexto de exposi<;ao a cepas resistentes 
(MDR). 12,13 O diagnostico da TB torna-se mais dificil em indi¬ 
viduos infectados pelo HIV. 

Dos 33,3 milhoes de individuos HIV-positivos no mundo 
estima-se que 12 a 14 milhoes estejam coinfectados pelo M. 
tuberculosis . 14 Em 2009, dos 9,4 milhoes de casos novos de 
tuberculose, 1,2 milhao ocorreram em individuos infecta¬ 
dos pelo HIV, sendo que 80% desses ocorreram na Africa 
Subsaariana. O numero de obitos em coinfectados foi esti- 
mado em aproximadamente 0,4 milhao no mesmo ano. 9 

A tuberculose e a principal causa de morte entre os infec¬ 
tados pelo HIV e o diagnostico dessa doen^a permanece um 
desafio em pacientes HIV-positivos devido as apresenta^oes 
atipicas da tuberculose. 

- Aspectos clmicos 
Tuberculose pulmonar 

O pulmao e a porta de entrada natural do M. tuberculosis ; 
neste orgao as manifesta^oes clinicas sao mais frequentes e de 
maior importancia epidemiologica. Apos a infec^ao primaria, 
a maioria dos individuos bloqueara a multiplica^ao dos bacilos 
com o desenvolvimento de resposta imune especifica repre- 
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sentada pelo granuloma e sua posterior calcifica^ao. Antes do 
desenvolvimento dessa resposta, o bacilopodera disseminar-se 
pelos diversos orgaos e sistemas atraves das vias linfaticas e 
hematogenicas, sendo tambem contido nestes locais com o 
desenvolvimento da resposta especifica. 15 Uma pequena parte 
desses individuos recem-infectados podera progredir para a 
forma grave da doen^a, 16 representada por acometimento sis- 
temico, incluindo principalmente o sistema nervoso central 
(SNC), pulmoes e orgaos linfaticos. Sao fatores predisponen- 
tes para esta progressao a baixa idade e situates imunossu- 
pressoras. Nos dois anos subsequentes ao contato primario, 
no entanto, de 3 a 5% destes individuos desenvolverao doen^a 
ativa e o risco de desenvolvimento da enfermidade apos este 
periodo e de 5 a 7% por toda a vida (reativaqao endogena); 
nestas situaqoes, o individuo infectado pelo bacilo desenvol- 
vera a tuberculose secundaria, sendo o principal orgao acome- 
tido os pulmoes. Tosse prolongada, febre, sudorese noturna, 
emagrecimento e hemoptoicos sao as manifesta^oes mais 
comuns nessas situates. A reinfecqao (exogena) representa 
uma nova exposiqao em um individuo cuja infec^ao primaria 
ja ocorreu. Essas situates tern sido descritas entre individuos 
higidos e naqueles com outras morbidades, como doen^as e 
terapias imunossupressoras. 

Tuberculose extrapulmonar 

Todos os orgaos e sistemas podem ser acometidos pela 
tuberculose de maneira isolada ou em mais de um orgao. Os 
mais comumente envolvidos na tuberculose extrapulmonar 
sao os linfonodos perifericos, o sistema urogenital, os ossos 
e articulates, o figado e ba^o, o sistema nervoso central e a 
pele. Os sinais e sintomas associados a cada uma dessas loca- 
liza^oes sao variados e dependentes do orgao acometido e do 
estado imunologico do individuo. 

Tuberculose disseminada 

Quando as disseminates hematogenica e linfatica sao 
amplas e maci^as, produzindo comprometimento sistemico 
generalizado, a conditio e chamada tuberculose dissemi¬ 
nada ou miliar. Esse estado resulta da “semeadura bacilar” em 
numerosos tecidos do organismo e, como consequencia, ocor- 
rem pequenas lesoes semelhantes a pequenos graos de milho 
(miliar). A tuberculose disseminada e encontrada com mais 
frequencia em lactentes, em crian^as menores de cinco anos e 
em pacientes imunossuprimidos. 

► Diagnostico dmico-laboratorial 

O diagnostico da tuberculose e estabelecido com o encon- 
tro inicial dos bacilos alcool-acidorresistentes (BAAR) em 
materials biologicos seguido pela cultura destes com a identi- 
ficaqao da micobacteria. Qualquer material biologico deve ser 
cultivado e o encontro de BAAR nao e diagnostico definitive 
da doenqa, pois outras micobacterias, outras bacterias e arte- 
fatos podem ser BAAR. O quadra clinico sugestivo, nas varias 
localiza^oes da tuberculose, deve ser complementado por exa- 
mes suplementares. 

- Metodos de imagem 

A radiografia e um metodo simples e bastante util no diag¬ 
nostico da tuberculose pulmonar com infiltrados caracteris- 
ticos nos apices pulmonares, formates de cavernas e focos 


de disseminate broncogenica. Os metodos radiologicos com 
contraste tern grande importancia na tuberculose urinaria e 
genital por meio da urografia excretora e histerossalpingo- 
grafia; nas formas intestinais, a partir do transito intestinal e 
enema opaco. As formas extrapulmonares e pulmonares da 
doen^a podem ser melhor caracterizadas com a tomografia 
computadorizada, ressonancia magnetica e metodos de medi- 
cina nuclear, sendo importante para as localiza^oes do SNC, 
abdominal, osteoarticular, ganglionar e toracica, entre outras. 

• Diagnostico etiologico 

Especlmes clfnicos 

De acordo com a suspeita clinica de tuberculose pulmo¬ 
nar ou extrapulmonar, diversos esptimes clinicos podem 
ser empregados para a pesquisa de micobacterias, tais como 
escarro, escarro induzido, lavado broncoalveolar, lavado gas- 
trico, urina, liquido cefalorraquidiano, liquido pleural, liquido 
pericardico, materials de biopsia e outros. Alguns procedi- 
mentos tecnicos devem ser considerados para a coleta, con- 
serva^ao e transporte desses materials. 

► Escarro de expectora^ao. A amostra qualitativamente 
melhor para a pesquisa de BAAR e aquela que provem da 
arvore traqueobronquica e obtida apos o esfor^o de tosse. O 
volume ideal e de 5 a 10 m£. O material coletado por aspira^ao 
de secretes nasais ou de esfrega^o de faringe nao e adequado 
para o exame. O escarro deve ser colhido em potes plasti- 
cos descartaveis, transparentes, de 35 a 50 mi, com boca de 
50 mm de diametro e tampa rosqueada. A amostra deve con- 
ter o no me do paciente e a data da coleta. Duas a tres amostras 
devem ser coletadas preferencialmente de manha, ao acordar. 

► Lavado qastrico. Para a obtenqao desse material, requer-se 
a hospitalizato do paciente, uma vez que deve ser coletado 
pela manha no instante em que o paciente acorda e antes da 
primeira refeiqao- Sao necessarias duas ou tr&s amostras cole¬ 
tadas em dias consecutivos, em recipientes individuals. 

► Lavado bronquico. Trata-se de um procedimento inva- 
sivo realizado com fibroscopio e exclusivamente por medico 
especializado. Colhe-se o lavado ou escovado broncoalveolar. 
Pode-se tambem realizar uma biopsia transbronquica, quando 
indicado. Esse procedimento induz a expectoraqao por varios 
dias, e devem ser coletado s exames de escarro apos o proce¬ 
dimento. 

► Expectorate induzida. O material e coletado com o auxilio 
de inala^ao de soluqao salina hipertonica, aerossolizada, que 
irrita as mucosas e induz a tosse. 

► Urina. Deve ser coletada toda a urina da primeira mic- 
to matinal; faz-se a higiene ultima do paciente e coleta-se o 
material em frasco limpo e de boca larga, de 300 a 500 mi; sao 
necessarias 3 a 6 amostras coletadas em dias consecutivos. 

► Sangue. Quando se suspeita de bacteriemia, e recomen- 
dada a pesquisa de micobacteria no sangue. Esse material deve 
ser coletado assepticamente (5 m£ de sangue) com anticoa- 
gulante (EDTA). Cada fabricante fornece o frasco especifico 
para a metodologia a ser empregada. 

► Biopsia. Todos os materials biologicos obtidos por biop¬ 
sia devem ser cultivado s, alem do fragmento enviado para 
estudo anatomopatologico. O material para biopsia deve ser 
enviado ao laboratorio de microbiologia o mais rapido pos- 
sivel em frasco esteril em solu^ao salina ou seco, dependendo 
do tempo necessario para o processamento. 

► Outros materials. Liquidos cefalorraquidiano, pleural, peri¬ 
cardico, peritoneal, sinovial e ascitico devem ser coletados 
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assepticamente, e a semeadura desses materials deve ser ime- 
diata, em meios de cultura especificos para pesquisa da mico- 
bacteria. 

O sucesso do isolamento de micobacterias dos diversos 
materials come^a com a coleta e encaminhamento ao labo¬ 
ratory. Preferencialmente, os especimes devem ser coletados 
antes do inicio do tratamento. Todos os materials devem ser 
enviados o mais rapido possivel ao lab oratorio para serem pro- 
cessados. Se o transporte imediato nao for possivel, o material 
deve ser refrigerado por ate 24 h. Atrasos no processamento 
desses materials podera levar a resultados de cultura falso- 
negativos e aumento da contamina^ao bacteriana. 19 

Baciloscopia 

E um teste simples, rapido, de baixo custo, que permite 
quantificar o numero de bacilos presentes no especime 
clinico. 20 ’ 21 E o teste inicial que deve ser realizado para o diag¬ 
nostico da tuberculose, embora apresente sensibilidade infe¬ 
rior a cultura. No Brasil, a colora^ao de Ziehl-Neelsen e a mais 
utilizada. Nessa tecnica, os BAAR coram-se em vermelho pela 
fucsina fenicada, em contraste com uma colora^ao de fundo 
de azul de metileno. Um minimo de 5 x 10 3 organismos/mf de 
escarro sao necessarios para uma baciloscopia positiva, cujo 
resultado e expresso quantitativamente da seguinte maneira: 

■ (-) Nao encontrado BAAR em 100 campos observados 

■ (+) Menos de um BAAR por campo em 100 campos obser¬ 
vados 

■ (++) De 1 a 10 BAAR por campo em 50 campos observa¬ 
dos 

■ (+++) Mais de 10 BAAR por campo em 20 campos obser¬ 
vados. 

Em pacientes com tuberculose pulmonar, a sensibilidade 
da baciloscopia varia de 50 a 80%; nos individuos paucibaci- 
lares e de aproximadamente 50%; em crian^as, pacientes coin- 
fectados pelo HIV e em pacientes com tuberculose extrapul- 
monar, a varia^ao da sensibilidade e de 35 a 70%. Diversos 
fatores influenciam a sensibilidade da baciloscopia, como o 
numero de bacilos presentes nos especimes clinicos; a habi- 
lidade e experiencia do microscopista; o numero de amostras 
analisadas por dia; o tratamento dado a amostra (liquefa^ao 
ou concentraqao) e o preparo da lamina. 21 ' 27 

Pode-se empregar tambem um metodo de colora^ao fluo- 
rescente, que e de leitura mais facil e oferece melhor contraste 
na microscopia. A lamina de esfrega^o e corada com uma 
solu^ao de auramina fenicada a 0,01% em alcool etilico a 
95%. O BAAR emite fluorescencia amarelo-alaranjada sob re 
o fundo negro de permanganato. A contagem dos BAAR deve 
ser a mesma utilizada na colora^ao de Ziehl-Neelsen, dividida 
por um fator de corre^ao, pois e maior o numero de BAAR 
visualizado por campo microscopico. Este tipo de colora^ao e 
utilizado como metodo de triagem, apresenta maior vantagem 
que a tecnica anterior quanto a biosseguran^a, sendo, porem, de 
custo maior para o laboratory. Os exames positivos devem ser 
confirmados pela tecnica de Ziehl-Neelsen. Na interpreta^ao 
de uma baciloscopia positiva deve ser considerado que outros 
organismos, alem das micobacterias, podem ser parcialmente 
acidorresistentes como, por exemplo, Nocardia sp, Legionella 
micdadei e Rhodococcus sp. A coleta de tres amostras, em dias 
consecutivos, aumenta a sensibilidade do metodo. 28 

A baciloscopia positiva somada a um quadro clinico e 
radiologico compativeis sao altamente sugestivos de tubercu¬ 
lose, particularmente nos locals de alta prevalencia da doen^a. 
No entanto, devem ser feitos os exames de cultura e identifica- 


£ao para a con firman ao da especie. Isso tern maior importan- 
cia nos pacientes com historia previa de tratamento de tuber¬ 
culose e naqueles com comprometimento da imunidade, em 
especial nos pacientes infectados pelo HIV. 

Cultura 

O isolamento do bacilo da tuberculose pela cultura perma- 
nece como diagnostico definitive (gold standard }, da doen^a. 
Os especimes clinicos apresentam frequentemente bacterias 
contaminantes de rapido crescimento, que podem interferir 
no isolamento de M. tuberculosis. Dessa maneira, o escarro 
e outros especimes devem ser previamente tratados com 
agentes quimicos para a remo^ao dos contaminantes. Apos 
esse tratamento quimico, o material e cultivado em meio de 
cultura solido seletivo, como o Lowenstein-Jensen (LJ) ou 
Middlebrook 7H10 e incubado a 37°C por 8 semanas, com 
observances semanais. Uma atmosfera de 10% de C0 2 estimula 
o crescimento do bacilo da tuberculose. As culturas devem ser 
avaliadas semanalmente ate completarem, no minimo, 60 dias; 
ja as amostras de escarro com baciloscopia positiva mostram 
crescimento em cerca de 2 a 3 semanas enquanto as negativas e 
provenientes de outros materials que nao o escarro tornam-se 
positivas apos 6 a 8 semanas. 

A cultura apresenta sensibilidade superior a baciloscopia 
(80 a 96%), detectando menos de 10 bacilos/m^ de especime 
clinico. E a partir da cultura que podemos diferenciar M. 
tuberculosis de outras micobacterias por testes bioquimicos ou 
moleculares, como tambem avaliar a suscetibilidade do bacilo 
aos farmacos. 1,21 

A cultura permanece como um metodo de grande auxilio 
no diagnostico de individuos com suspeita de tuberculose 
pulmonar, com resultado negativo na baciloscopia, em casos 
de tuberculose extrapulmonar e tambem no diagnostico da 
tuberculose em pacientes coinfectados pelo HIV 

Um fator limitante da cultura e o tempo necessario para 
a libera 9 ao do resultado, devido ao lento crescimento bacilar. 
Meios liquidos podem ser utilizados, como o caldo Kirchner, 
ao qual uma mistura de antibioticos e adicionada para inibir 
o crescimento de outras bacterias. Sendo um meio liquido, 
a interpreta^ao dos resultados torna-se mais dificil, sendo 
necessaria a centrifugaqao do meio e a realiza^ao da pesquisa 
de BAAR. Caso o resultado seja positivo, uma subcultura 
deve ser realizada no meio de LJ, aumentando ainda mais o 
prazo para o diagnostico definitivo. 19 Novas tecnologias foram 
desenvolvidas nos ultimos anos visando ao isolamento mais 
rapido dessas micobacterias. 

Sistemas automatizados de cultura 

O sistema BACTEC™ 460TB (Becton Dickinson, Sparks, 
MD) e um metodo em que a amostra e semeada em meio de 
cultura Middlebrook 7H12 contendo como substrato o acido 
palmitico marcado com carbono 14.0 crescimento bacteriano 
metaboliza o substrato produzindo 14 C0 2 , o qual e monitorado 
pelo BACTEC™ 460TB. A produ^ao de C0 2 esta diretamente 
relacionada com o grau de crescimento bacteriano e e demons- 
trada na maquina como indice de crescimento (GI) entre 1 e 
999. Uma vez que o GI tenha atingido 30, isto e marcado como 
positivo; entretanto, uma pesquisa de BAAR deve ser reali¬ 
zada para confirmar o resultado. Em geral, o crescimento de 
M. tuberculosis leva de 7 a 10 dias, o que representa um grande 
avan^o quando comparado a cultura em meio solido. Nesse 
meio podem ser utilizados todos os especimes obtidos para o 
diagnostico de tuberculose, com exce^ao do sangue e medula 
ossea. O sistema BACTEC™ 460TB e semiautomatizado, pois 
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as medidas sao tomadas manualmente. Alem disso, o uso de 
material radioativo acarreta problemas na estocagem e no 
descarte. Esse sistema tem sido substituido pelo BACTEC™ 
MGIT™ 960TB. 29 

O sistema BACTEC™ MGIT™ 960TB (Becton Dickinson, 
Sparks, MD) e um metodo automatizado para isolamento pri- 
mario de micobacterias a partir de amostras clinicas pulmona- 
res e extrapulmonares (exceto sangue) e teste de sensibilidade 
a antibioticos para Mycobacterium tuberculosis. 

Nessa metodologia, a amostra e semeada em meio de cul- 
tura Middlebrook 7H9, o qual contem um composto fluores- 
cente, embebido em silicone, sensivel ao oxigenio dissolvido 
no meio. Inicialmente, uma grande quantidade do oxigenio 
dissolvido extingue as emissoes do composto e pouca fluores¬ 
cencia pode ser detectada. Com o crescimento da micobacte- 
ria, cresce tambem o consumo de oxigenio, o que ocasiona a 
emissao da fluorescencia e sua detec^ao pelo equipamento. 

As leituras da fluorescencia sao realizadas de maneira con- 
tinua e simultanea, e um ciclo de leitura e completado a cada 
60 min. Uma serie de diodos emissores de luz (LED), locali- 
zados abaixo dos tubos, iluminam-se, ativando seus sensores 
fluorescentes. Os detectores de luz realizam, entao, a leitura. 
As culturas positivas sao imediatamente indicadas por meio 
de sinais luminosos e alarmes sonoros. Esse sistema possibi- 
lita a emissao de resultados de detec^ao e testes de sensibili¬ 
dade em tempo bem menor do que os metodos convencionais 
(cerca 1 a 3 semanas). 30 Estudos de custo-efetividade sobre o 
uso do BACTEC™ MGIT™ 960TB no diagnostico da tuber- 
culose no Sistema Unico de Saude (SUS) estao em fase final de 
avalia^ao. 31 

Os sistemas de detec^ao microbiana MB/BacT® e o BacT/ 
ALERT® MB (bioMerieux) sao automatizados e utilizam um 
sensor colorimetrico e a reflexao da luz para monitorar a exis- 
tencia e a produ^ao de dioxido de carbono (C0 2 ) dissolvido 
no meio de cultura (Middlebrook 7H9). Se houver microrga- 
nismos na amostra de teste, dioxido de carbono sera produ- 
zido a medida que os microrganismos forem metabolizando 
os substratos do meio de cultura. Quando o crescimento de 
microrganismos produz C0 2 , a cor do sensor permeavel a gas, 
instalado no fundo de cada frasco de cultura, muda de verde- 
azulado para amarelo. As cores mais claras resultam em um 
aumento da unidade de reflectancia. E feita a reflectancia do 
frasco, a qual e monitorada e registrada pelo aparelho a cada 
10 min. 

Detec^ao do fator corda 

O microscopic observation broth drug susceptibity assay 
(MODS), metodo nao automatizado em meio liquido a base 
de agar, permite, apos 8 dias, visualizar o crescimento da mico- 
bacteria pela forma^o do fator corda, em microscopio com 
lente invertida e com filtro para campo escuro. 32,33 Estudos 
sugerem que a tecnica MODS tem sensibilidade e especifici- 
dade similares aos metodos de cultura tradicionais. Apesar de 
diminuir o tempo de obten^ao do resultado, esta metodologia 
necessita de tecnicos de laboratorio experientes e requer sala 
de cultura com nivel de biosseguran^a 3 (NB-III) devido ao 
uso de meio liquido em placas de cultura. 34 

A denosina deaminase 

Adenosina deaminase e uma denomina^ao generica dada 
a um grupo de enzimas com pesos moleculares distintos, que 
t6m fun^ao quimica semelhante no metabolismo das purinas, 
catalisando a conversao da adenosina e da desoxiadenosina 
em inosina e desoxinosina, respectivamente. 35 A detec^ao 


desta enzima intracelular presente particularmente nos linfo- 
citos ativados, em amostras clinicas (fluidos), pode auxiliar no 
diagnostico da TB pleural. 

Teste colorimetrico com base na tecnica de Giusti comer- 
cializado e de facil execu^ao em qualquer laboratorio que dis- 
ponha de espectrofotometro. A determina^ao do aumento da 
atividade da ADA no liquido pleural (> 40 U/f), sobretudo se 
associado a alguns parametros como idade (< 45 anos), predo- 
minio de linfocitos (acima de 80%) e proteina alta (exsudatos), 
e indicadora de pleurite tuberculosa. 36 

Neves et al. 37 realizaram um estudo de metanalise para 
verificar a acuracia da adenosina deaminase no diagnostico 
da TB pleural. Os autores verificaram que o teste apresen- 
tou sensibilidade de 91,8% e especificidade de 88,4%. O odds 
ratio foi de 112 e, considerando uma prevalencia da TB pleu¬ 
ral de 50% (considerada neutra), a probabilidade do diag¬ 
nostico pos-teste positivo foi de 88,7% e a sua exclusao apos 
resultado negativo foi de 91,5%. Os autores concluem que 
o teste ADA apresenta alta acuracia no diagnostico da TB 
pleural, devendo este ser utilizado na rotina de investiga^ao 
da doen^a. 37 

- Metodos imunologicos 

Deteqao de anticorpos e antfgenos 

Atualmente, muitas pesquisas tem sido realizadas na ten- 
tativa de melhorar o desempenho dos testes sorologicos para 
o diagnostico da tuberculose, principalmente por serem testes 
de facil execu^ao, rapidos, passiveis de serem automatizados e 
implantados nos paises em desenvolvimento. 

A pesquisa de anticorpos por ELISA tem sido proposta uti- 
lizando antigenos de diferentes naturezas, classiflcados como 
totais, semipurificados, e purificados proteicos ou lipidicos. 
Antigenos totais, provenientes de filtrados de M. tuberculo¬ 
sis e sonicado de BCG, apresentaram numero significativo de 
resultados positivo s em individuos sadios e em pacientes nao 
tuberculosos, portanto nao sao utilizados devido a baixa espe¬ 
cificidade. 

Nos ultimos 20 anos, os avan^os no conhecimento sobre a 
resposta imune humoral na tuberculose e as novas ferramen- 
tas utilizadas na genomica e proteomica levaram a descoberta 
de novos antigenos que tem apresentado melhores indices de 
sensibilidade e especificidade para o diagnostico da tuber¬ 
culose quando comparados aos primeiros antigenos utiliza¬ 
dos em ensaios imunoenzimaticos. 38 O Quadro 20.1 resume 
informa^oes do desempenho dos antigenos para a pesquisa de 
anticorpos especificos anti-M. tuberculosis no diagnostico da 
doen^a. 

Testes para a pesquisa de antigenos de M. tuberculosis 
podem fornecer rapidamente a evidencia direta de doen^a 
ativa, o que os torna de grande interesse para o desenvol¬ 
vimento de testes point of care , podendo ser utilizados em 
areas de dificil acesso e com pouca infraestrutura. Diversos 
estudos foram realizados para a pesquisa de antigenos circu¬ 
lates em amostras de soro, escarro e urina de pacientes com 
tuberculose. 

Em estudo de metanalise foram revisados 47 artigos cienti- 
ficos que pesquisavam antigenos de M. tuberculosis em amos¬ 
tras de soro, escarro, urina, liquor, liquido pleural, aspirado 
de linfonodo. Entre os antigenos pesquisados nesses estudos 
estavam LAM, PPD, antigeno de 45/47 kDa, dos antigenos de 
19, 38, 58 kDA, antigeno de 20 kDa, complexo antigenico 85, 
proteina de 38 kDA, Rvl656. 
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Quadra 20.1 ■ Desem penho dos antigenos para a pesquisa de anticorpos especificos anti-Af. tuberculosis no diagnostico da tubeiculose. 38 


Antigenos Estudos Microscopia Sensibilidade Especificidade 


Recombinante 

38 kDa 

12 

Positiva 

1 47 

94 


Maleato sintetase 

8 

Positiva 

73 

98 


j MPT51 

5 'I 

Positiva 

1 59 

94 


I MPT51 

4 ] 

Positiva 

I 58 

97 


CFP-10 

6 

Positiva 

48 

96 


j TBF6 

4 ] 

Positiva 

70 

93 


(TBF6, DPEP 

I 4 1 

Positiva 

1 75 

95 

Proteina nativa 

38 kDA 

13 J 

Positiva 

] 49 

97 


38 kDa 

7 

Negativa 

31 

^■1 97 


I Ag 85 B 

4 1 

Positiva 

153 

95 


Ag 85B 

I 4 ] 

Positiva 

1 62 

97 


a-cristalina 

6 

Positiva 

54 

96 

Lipfdios 

j DAT 

7 | 

Positiva 

I 63 

81 


j TAT 

I 4 1 

Positiva 

1 81 

44 


1 SH 

4 

Positiva 

j 80 

^■1 59 


Fatorcorda 

5 1 

Positiva 

69 

91 


A sensibilidade dos testes para o diagnostico da tubercu¬ 
lose pulmonar variou de 6 a 100 % e a especificidade de 16 a 
100 %. Para o diagnostico da tuberculose extrapulmonar os 
testes apresentaram indices de sensibilidade de 0 a 100 % e 
especificidade de 62 a 100%. 39 

O desempenho dos testes esta muito aquem dos parametros 
estabelecidos pela OMS para serem utilizados no diagnostico 
da tuberculose; todavia existe um grande apelo por parte da 
propria OMS e das institutes internacionais envolvidas no 
controle da doen^a para buscar novos antigenos com poten- 
cial para diagnostico, como tambem na melhora de alguns tes¬ 
tes que apresentaram resultados preliminares promissores. 

Ate o momento, nenhum teste sorologico (para pesquisa 
de anticorpos ou antigenos) e recomendado pela Comunidade 
International de Tuberculose para ser utilizado na rotina cli- 
nico-laboratorial de investiga^ao da tuberculose . 24 ^ 26,40 

Deteqao de resposta celufar 

Teste tuberculinico 

Robert Koch, em 1890, preparou, a partir de culturas de 
bacilo da tuberculose, um produto denominado tuberculina, o 
qual passou a ser utilizado, apos uma padroni za<;ao intemacio- 
nal, na triagem da tuberculose (teste tuberculinico). Aqueles 
que ja foram infectados por M. tuberculosis ou que receberam 
a vacina BCG (bacilo de Calmette-Guerin) desenvolvem uma 
reagao de hipersensibilidade tardia a esse produto, sendo con- 
siderados reatores a ele. O teste tuberculinico positivo nao e 
diagnostico da doenqa, indicando apenas que o paciente ja foi 
exposto ao bacilo ou a cepa vacinal. Como a hipersensibili¬ 
dade a tuberculoproteina pode persistir por muitos anos, esse 
teste e uma via efetiva para triagem de escolares, trabalhadores 
em areas de saude e de pacientes infectados pelo HIY, entre 
outros grupos. A reatividade a tuberculina desenvolve-se 6 a 
8 semanas, em media, apos a infecgao ou a vacinagao, e geral- 
mente permanece por muitos anos ou por toda a vida. A rea- 
gao positiva a essas proteinas em um individuo nao imunizado 
e uma evidencia de infecgao recente ou remota e permite ao 
clinico determinar o historico do paciente, anterior a prova da 
tuberculina. 


A prova tuberculinica consiste na exposigao a uma pequena 
dose de derivado proteico purificado (PPD), que e uma solu- 
gao padrao obtida de filtrados de culturas autoclavadas de 
Mycobacterium tuberculosis. O PPD foi originalmente desen- 
volvido por Florence Siebert, em 1939, no Phipps Institute na 
Filadelfia. E um precipitado preparado a partir de filtrados da 
tuberculina velha (OT) com sulfato de amonio e acido triclo- 
roacetico. A referenda para todas as tuberculinas e o PPD-S 
(Siebert s Lot 49608). 41 Aplica-se 0,1 mf de PPD (equivalente 
a 5 ou 2 unidades de tuberculina) por via intradermica, na 
regiao anterior do brago, para produzir ou nao uma induragao 
apos 48 a 72 h. A partir da medida do diametro da induragao, 
obtem-se os seguintes resultados: 0 a 5 mm = nao reator; 5 a 
9 mm = reator fraco; e > 10 mm = reator forte. A reagao posi¬ 
tiva indica o contato com as proteinas da micobacteria, mas 
nao necessariamente a doenga ativa. 

Conversores a tuberculina sao aqueles individuos com teste 
cutaneo negativo que se torna positivo em um novo teste apos 
1 ano e que nao apresentam evidentias de doenga ativa. Essas 
pessoas se infectaram recentemente e sao candidates a qui- 
mioprofilaxia. 

Detec^ao e quantificagao de interferon-gama 

Devido as limitagoes encontradas no teste tuberculmico, 
muitos estudos foram realizados na busca de metodologias 
alternativas que pudessem auxiliar no diagnostico da tuber¬ 
culose. Essa nova metodologia baseia-se na detecgao de inter- 
feron-gama (IFN- 7 ) produzida por celulas T apos serem esti- 
muladas por antigenos especificos. 

Os primeiros estudos de detecgao de IFN -7 utilizavam como 
antigeno o PPD; posteriormente os ensaios passaram a utili- 
zar antigenos especificos de M. tuberculosis, como o ESAT- 6 , 
CFP- 10 , principalmente porque os genes que codificam essas 
proteinas estao localizados na regiao RD 1 do genoma do M. 
tuberculosis, a I s delegao encontrada quando comparados os 
genomas da cepa selvagem M. bovis e o da cepa vacinal BCG. 
Essa regiao e encontrada em todas as cepas virulentas de M. 
tuberculosis, M. bovis e tambem esta presente em algumas mico- 
bacterias ambientais nao pertencentes ao complexo M. tuber¬ 
culosis, como M. kansasii, M. marinum e M. szulgai. 3 > 42-45 
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Comercialmente, estao disponiveis dois kits : Quanti- 
FERGNT -TB Gold In Tube (Cellestis Limited, Australia), que 
utiliza os antfgenos ESAT- 6 , CFP -10 e TB7.7 e a detec^ao de 
IFN-y produzida e realizada pelo metodo ELISA; e T SPOT* 
TB (Oxford Immunotec, Inglaterra), que permite a contagem 
das celulas produtoras de IFN-y por ELISPOT . 26,45-48,55 Esses 
reagentes comerciais continuant sendo avaliados para a detec- 
9&0 da tuberculose infec^ao, doenqa ativa. 

Em 2004, Mori et ah avaliaram a sensibilidade e especifi- 
cidade do teste QuantiFERON®-TB Gold utilizando os anti- 
genos ESAT -6 e CFP- 10 . Foram avaliados 118 pacientes com 
tuberculose ativa confirmados pela cultura e 213 individuos 
vacinados com BCG e com baixo risco de exposi^ao ao M. 
tuberculosis. Apos defini^ao do ponto de corte em niveis de 
IFN-y 0,35 UI/mA os autores obtiveram sensibilidade de 
89% e especificidade de 98,1 %. 49 

Ravn etah b0 avaliaramotestecomercial Q uanti - F ERON TB 
Gold em 73 pacientes suspeitos de terem a doen^a e em 39 
individuos sadios vacinados com BCG e sem contato previo 
com tuberculose em 2005. Dos 73 suspeitos, 48 pacientes 
foram diagnosticados com tuberculose ativa (35 tuberculose 
pulmonar e 13 tuberculose extrapulmonar) e 25 pacientes nao 
tinham a doenqa. Os autores obtiveram uma sensibilidade de 
83% para os pacientes com tuberculose pulmonar ativa e 92% 
para os pacientes com tuberculose extrapulmonar e a especifi¬ 
cidade foi de 97% quando avaliados os individuos sadios . 50 

Estudos realizados em diferentes paises, apos aprova^ao 
do teste pelo Food and Drug Administration nos EUA e pela 
Comunidade Europeia, tern demonstrado indices de sensibi¬ 
lidade que variam de 62 a 86 %. Em alguns estudos, a sensibi- 
lidade obtida em pacientes com tuberculose pulmonar ativa e 
inferior a preconizada pela OMS . 51 ~ 54 No Quadra 20.2 apre- 
sentamos algumas revisoes e metanalises sobre a sensibilidade 
e especificidade dos testes QuantiFERON®-TB Gold In Tube e 
T-Spot® TB em pacientes com tuberculose ativa. 

No Brasil, esses testes ainda nao foram validados para 
uso na rotina clinico-laboratorial de investiga^ao da tuber¬ 
culose . 40 


► Micobacterioses 

Micobacteriose e o termo generico usado para definir as 
doen^as causadas por micobacterias, excluindo-se o complexo 
M. tuberculosis e M. leprae, que normalmente habitam o meio 
ambiente e podem causar doen^a muito similar a tuberculose 
em humanos. Estes organismos sao conhecidos, erroneamente, 
como micobacterias “nao classificadas”, “anonimas” e “atipi- 
cas”. Sao tambem conhecidas como “outras micobacterias que 
nao o bacilo da tuberculose” (MOTT - sigla em ingles ). 17 


Muitas micobacterias nao tuberculosas sao encontradas no 
solo e na agua, comumente implicadas como patogenos opor- 
tunistas em pacientes com doen^a pulmonar cronica, imu- 
nossupressao e trauma percutaneo. A AIDS contribuiu para o 
aumento da incidencia e morbidade das doen^as associadas a 
essas micobacterias. 

A doenqa pulmonar cronica que lembra a tuberculose e a 
apresenta^ao clinica usual associada a estes microrganismos, 
embora algumas especies sejam responsaveis por doen^a cuta¬ 
nea. Ja conhecidas ha varios anos, no entanto, estas micobac¬ 
terias ganharam mais importancia com o crescente numero de 
pacientes imunossuprimidos, os quais passaram a viver mais 
tempo nessas condipoes. No grupo dessas micobacterias, o 
complexo M. avium-intracellulare (MAI ou MAC), M. kansa- 
sii , M. scrofulaceum > complexo M. chelonae-fortuitum, dentre 
outras, tern grande importancia pela prevalencia e morbi¬ 
dade. 

As infec<p 5 es causadas por essas micobacterias nao sao 
transmitidas de pessoa a pessoa, sendo, na maioria, casos de 
aquisi^ao recente, possivelmente por via inalatoria a partir de 
reservatorios naturais, domesticos ou nosocomiais. Existem 
diferenqas regionais de incidencia dessas micobacterias e a 
importancia delas tern crescido, particularmente nos paises 
desenvolvidos, nos quais o controle da tuberculose ocorreu de 
maneira mais efetiva . 18 

- Identifica^ao das micobacterias 

A identifica^ao das micobacterias pode ser realizada de 
maneira simples a partir da observa^ao dos meios de cultura 
e provas bioquimicas. A identifica^ao de variantes de subes- 
pecies por meio de metodos bioquimicos adicionais, fagoti- 
pagem e sorotipagem pode ser util para informa^oes epide- 
miologicas, porem de pouca relevancia clinica . 19 A tipagem 
especifica pode ter valor para verificar a origem de uma cepa 
em situaqoes de disseminapao do bacilo em grupos especificos. 
Nessa situa^ao, sao utilizadas as tecnicas de impressao digital 
da mi cobacteria {UNA fingerprinting). 

O genera Mycobacterium e o unico na familia Mycobacteria- 
ceae. A rela^ao G+C (guanina + citosina) desse genera e de 62 
a 70%, similar a de outras bacterias produtoras de acido mic 6 - 
lico como Nocardia (60 a 69%), Rhodococcus (59 a 69%) e 
Corynebacterium (51 a 59%). Entre as micobacterias ocorre uma 
divisao natural quanto ao crescimento em meios de cultura: as de 
crescimento lento requerem mais de 7 dias para produzir colonias 
em meios solidos, enquanto as de crescimento rapido requerem 
menos . 58 

As micobacterias podem apresentar crescimento fila- 
mentoso ou semelhante a micelios, que se fragmentam 
facilmente em elementos bacilares. No complexo MAC 


Quadro 20.2 ■ Sensibilidade e especificidade dos testes QuantiFER0N*-TB Gold In Tube e T-Spot TB em padentes com tuberculose ativ 


Referenda Numero de estudos Teste Sensibilidade (1C) Especificidade (1C) 


48 

27 

QTFTB Gold IT 

80% (75 a 84) 

79% (75 a 82) 



T-Spot® TB 

81% (78 a 84) 

59% (56 a 62) 

55 

30 

QTFTB Gold IT 

70% (63 a 78) f 

96% (94 a 98) 



T-Spot® TB 

90% (86 a 93) J 

93% (86 a 100) 

56 

17 

QTFTB Gold IT 

74% (69 a 78) f 

98% (97 a 99) 

57 

42 

QTFTB Gold IT 

| 81% (78 a 83) | 

99,2% (98 a 100) 



T-Spot® TB 

87,5% (85 a 90) 

86,3% (81 a 90) 


QTFTB Gold IT=QuantiFERON®-TB Gold In Tube. 
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(Mycobacterium avium-intracellulare ) as colonias geral- 
mente sao lisas e transparentes. Mycobacterium kansasii 
forma colonias ligeiramente rugosas e de pigmenta^ao 
amarelada. A parede celular das micobacterias apresenta 
elevado teor de lipidios compostos principalmente de aci- 
dos micolicos. Isso dificulta a identifica^ao pelo emprego 
de corantes a base de anilinas. Embora nao se corem pron- 
tamente pelo metodo de Gram, sao considerados bacilos 
gram-positivos. 

Complexo Mycobacterium tuberculosis 

Incluem-se nessa denomina^ao as especies M. tuber¬ 
culosis, M. bovis, M. microti, M, africanum e M. canetti. A 
especie Mycobacterium bovis apresenta menor importancia 
na pratica clinica devido a pasteuriza^ao do leite; as demais 
especies tern importancia muito reduzida. O BCG e utilizado 
como cepa vacinal e origina-se a partir de varias passagens 
de culturas do M. bovis, sendo considerada atualmente uma 
especie isolada. 

Complexo MAC 

Consiste em duas especies distintas: M. avium e M. 
intracellulare. Essas bacterias t£m sido isoladas de agua, 
solo, plantas, poeira domiciliar e outros componentes 
ambientais. 

Outras micobacterias 

As demais micobacterias causam doenqas variadas 
tanto no hospedeiro sadio como em pacientes imunossu- 
primidos. Deste grupo, exclui-se a hanseniase, cujo agente 
etiologico e o Mycobacterium leprae. Sao bacilos alcool- 
acidorresistentes que se assemelham morfologicamente 
ao bacilo da tuberculose, porem dele se distinguem por 
uma serie de caracteres, como cromogenia, incapacidade 
de produzir o fator cord a e de fixar o cor ante vermelho 
neutro, incapacidade de vegetar a 30°C e a patogenicidade 
para a cobaia. 

As micobacterias foram classificadas por Timpe e Runyon 
(1954, apud Youmans, 1963), em quatro grupos: 58 

■ Fotocromogenicas: apresentam crescimento lento em 
meio de Lowenstein-Jensen, produzem pigmento ama- 
relo-alaranjado e crescem somente em culturas expos- 
tas a luz. Mycobacterium kansasii, tambem conhecido 
por bacilo amarelo, e o principal representante desse 
grupo 

■ Escotocromogenicas: semelhantes as cromogenicas, porem 
capazes de produzir pigmento amarelo-alaranjado mesmo 
na obscuridade. Sao causadoras de adenite cervical em 
crianqas. Mycobacterium marinum esta compreendido 
neste grupo 

■ Acromogenicas de crescimento lento: conhecidas por cepas 
Batley, provocam doenqa pulmonar cavitaria, semelhantes 
a tuberculose 

■ De crescimento rapido: podem produzir lesoes de pele e de 
linfonodos. Nesse grupo, incluem-se M. fortuitum e M. che- 
lonae, que se desenvolvem bem em agar MacConkey e em 
caldo simples. 

A classifica^ao de Timpe e Runyon, juntamente com as 
provas de crescimento quando ha agentes inibidores, permite 
constituir as identificaqoes preliminares antes das demais pro¬ 
vas bioquimicas para identificaqao das especies. O Quadro 20.3 
resume as principals caracteristicas para diferencia^ao das 
micobacterias. 


Quadro 20.3 ■ Provas bioquimicas indicadas para a identifica^ao 
das micobacterias. 


Especie (grupo) 

Provas bioquimicas 

Complexo M. tuberculosis 

Niacina, reduce de nitrato, catalase a 68°C 

Nao fotocromogenicas 

Redu^ao de nitrato e telurito, catalase 
semiguantitativa e a 68°C, hidrolise de Tween-80 

Escotocromogenicas 

Redugao de nitrato, hidrolise de Tween-80, urease, 
tolerancia a NaCI 5% 

Fotocromogenicas 

Redugao de nitrato, hidrolise de Tween-80, catalase 
semiguantitativa, urease 

Crescimento rapido 

Aril-sulfatase, reducao de nitrato, capta^ao de ferro, 
crescimento em agar MacConkey 


- Sensibilidade das micobacterias 

Na populaqao de bacilos da tuberculose que crescem em 
condi^oes ideais, urn pequeno numero dessas bacterias apre- 
sentara muta^oes geneticas que conferem resistencia natural a 
um tipo de tuberculostatico. Se um paciente recebe somente 
este farmaco, ele nao afetara esta popula^ao mutante; com a 
elimina^ao das cepas sensiveis, as mutantes ocuparao o seu 
lugar determinando a falencia do tratamento. Por este motivo, 
utiliza-se associa^ao de quatro diferentes farmacos simultane- 
amente no tratamento da tuberculose, pois a chance de este 
bacilo ser resistente a quatro medicamentos e infinitamente 
menor. 31 

O uso de testes de sensibilidade para micobacterias vem 
se tornando cada vez mais importante, principalmente com 
a emergencia mundial de bacilos multirresistentes (MDR) e 
extensivamente resistentes (XDR). A grande parte desta resis¬ 
tencia e adquirida por tratamento s irregulares e abandono. No 
Brasil, 96% dos casos de resistencia notificados sao adquiridos, 
sendo que mais da metade tern um historico de tres ou mais 
tratamentos previos para TB, com lesoes cavitarias bilaterais 
em 65% dos casos, e coinfec^ao pelo HIV. 

Atualmente, recomenda-se no Brasil o uso de teste de sen¬ 
sibilidade em pacientes com antecedentes de tratamento pre- 
vio independentemente do tempo decorrido; pacientes imu- 
nodeprimidos, principalmente portadores de HIV; paciente 
com baciloscopia positiva no final do 2- mes de tratamento; 
no caso de falencia ao tratamento antituberculose e em inves- 
tiga^ao de populates com maior risco de albergarem cepa de 
M tuberculosis resistente como, por exemplo, profissionais de 
saude, popula^ao de rua, privados de liberdade. 31 

Os testes de sensibilidade disponiveis no pais sao o metodo 
das propor^oes, que utiliza meio solido e, portanto tern seu 
resultado apos 42 dias de incubaqao, e os metodos que utili- 
zam meio liquido com resultados disponiveis apos 5 a 13 dias. 
Os antimicobacterianos testados, em geral, sao estreptomi- 
cina, isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida. 

O sistema BACTEC MGIT™ e um procedimento qualita¬ 
tive, que pode ser realizado a partir de culturas de M. tubercu¬ 
losis em meios solidos ou liquidos, para os seguintes farmacos: 
estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol (BACTEC 
MGIT™ SIRE). O teste tern como base o crescimento de M. 
tuberculosis em tubos contendo cada farmaco comparado ao 
tubo sem farmaco (controle de crescimento). 31 0 equipamento 
monitora os tubos continuamente para detectar a emissao da 
fluorescencia. A analise da fluorescencia no tubo contendo 
farmaco comparada a fluorescencia no tubo controle de cres¬ 
cimento e o que determina os resultados do teste de sensibili- 
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dade e e realizada automaticamente pelo equipamento. Apos 
essa analise, o equipamento interpreta os resultados utilizando 
algoritmo especifico e libera os resultados do teste de sensibili- 
dade como S (sensivel) ou R (resistente). 

O MGIT™ 960, metodo totalmente automatizado e nao 
radiometrico, passou a ser consider ado padrao-ouro, pois alem 
de demonstrar desempenho similar ao metodo de proporpoes, 
apresentou tempo medio de detec^ao de 7 dias. Em nosso 
meio, observou-se elevada concordancia entre o desempenho 
do MGIT™ 960 e os tres metodos ate entao considerados de 
referenda para o diagnostico de TB resistente: metodo de pro- 
por^oes, BACTEC 460, e razao da resistencia. O MGIT™ 960 
esta validado e aprovado pela Anvisa para os farmacos: estrep- 
tomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol . 31 

- Testes moleculares 

Devido ao lento crescimento de M. tuberculosis, mesmo em 
meios liquidos, diversos metodos moleculares for am desen- 
volvidos e muitos ainda estao em fase de avalia^ao por forne- 
cerem um resultado mais rapido para detectar essa micobac- 
teria e a resistencia do microrganismo aos farmacos utilizados 
no tratamento, como rifampicina e isoniazida . 59 

Teste para amplifica^ao de dcidos nudeicos 

Praticamente todas as tecnicas fundamentadas na amplifi- 
ca^ao de acidos nucleicos utilizam a rea^ao em cadeia da poli- 
merase (PCR) para a detec^ao de sequencias de DNA ou RNA 
especificas do complexo M. tuberculosis. 

As rea^oes de PCR in house utilizam diferentes sequencias- 
alvo para o diagnostico da tuberculoses a sequencia mais utili- 
zada e a inserpao IS6110; a sensibilidade geral encontrada em 
amostras de escarro variou de 84 a 100% e a especificidade de 
83 a 100%. Indices inferiores de sensibilidade e especificidade 
foram observados em amostras nao respiratorias. 31 ’ 59 

Os primeiros testes moleculares comerciais desenvolvidos 
e ainda disponfveis no mercado para o diagnostico da tuber- 
culose, com aprova^ao da FDA, sao Amplicor Mycobacterium 
Tuberculosis Test® (Amplicor) (Roche Diagnostic Systems Inc, 
NJ) e o Amplified MTD® (Mycobacterium tuberculosis Direct) 
Test (Gen-Probe Inc., San Diego, CA). 

O teste Amplicor MTB* utilizando primers genero-espe¬ 
cifico amplifica um segmento do gene 16S rRNA; apos hibri- 
diza^ao com sondas, o produto e detectado em microplaca 
por rea^ao colorimetrica. Uma versao automatizada do teste, 
COBAS Amplicor MTB test* associado a plataforma COBAS 
analyzer (Roche Diagnostics, Sui^a) permitiu a automa^ao 
do processo de amplificapao e detec^ao em um unico sis- 
tema. 

Muitos estudos tern avaliado Amplicor MTB test® para a 
detec^ao de M. tuberculosis em amostras respiratorias e em 
amostras nao respiratorias; a sensibilidade geral obtida variou 
de 90 a 100% em amostras de escarro com baciloscopia posi- 
tiva e de 50 a 95,9% em amostras de escarro com baciloscopia 
negativa. Para especimes clfnicos extrapulmonares, a sensibi¬ 
lidade foi consistentemente inferior as amostras respiratorias 
e a especificidade geral variou de 91,3 a 100 %. 59 

O Amplified MTD®, por outro lado, utiliza metodologia 
de amplifica^ao isotermica de transcritos 16S ribossomicos, 
detectados por hibridizapao com sondas de DNA especificas 
do complexo M. tuberculosis marcadas com ester de acridina. 
Aprovado pela FDA para amostras com baciloscopia positiva 
e negativa, o teste apresentou sensibilidade geral de 77 a 100%, 
sendo que em amostras com baciloscopia positiva o indice de 


sensibilidade variou de 90 a 100% e em amostras com bacilos¬ 
copia negativa os valores obtidos foram de 63 a 100%. 

Existem outros sistemas para a detec^ao de M. tubercu¬ 
losis em amostras clmicas, como o BDProbeTec™ MTB test 
(Becton Dickinson, Sparks, MD). Este teste utiliza tecnologia 
de amplifica^ao por deslocamento de cadeia ( strand displace¬ 
ment amplification ) para a amplifica^ao e detecpao simultanea 
de DNA do complexo M. tuberculosis; utiliza primers para 
amplifica^ao das sequencias-alvo IS6110 e 16S rRNA e uma 
sonda de detect ao com marcapao fluorescente . 59,62 

Em estudos, esta metodologia apresentou sensibilidade de 
100% em amostras com baciloscopia positiva e de 92 a 100% 
em amostras com baciloscopia negativa, com especificidade 
geral de 96 a 100 %. O principal fator limitante dessa metodo¬ 
logia e o preparo da amostra, que e em torno de 2 h. 

Uma nova versao do teste foi lambada - BDProbe Tec™ ET -, 
a qual incluiu um controle interno para detectar inibidores e e 
avaliada em amostras respiratorias e em amostras extrapulmo¬ 
nares. Como mencionado anteriormente, este teste apresentou 
alta sensibilidade e especificidade para amostras respiratorias 
com baciloscopia positiva . 60 

Amplificagao isotermica 

A LAMP ( loop mediated isothermal amplification ) e fun- 
damentada na amplificapao de sequencias de DNA, mas nao 
requer ciclos de temperatura, como na PCR; a sfntese de DNA 
se completa em uma so temperatura (rea^ao isotermica). 
A identificapao de uma rea^ao positiva pode ser observada 
mediante a turbidez no tubo de rea^ao, portanto o aumento da 
turbidez no tubo correlaciona-se com a quantidade de DNA 
sintetizado. Todo o procedimento e realizado a 63°C e, com 
excepao de um banho-maria ou seco, nenhum outro equipa¬ 
mento e necessario . 59,61,62 

Boehme et al 61 mostraram que o teste apresentou sensibili¬ 
dade de 97,7% em amostras de escarro com baciloscopia e cul- 
tura positivas e de 48,8% em amostras com baciloscopia nega¬ 
tiva e cultura positiva; a especificidade encontrada foi de 99%. 
Apesar de o desempenho do teste estar longe do ideal para 
amostras com baciloscopia negativa, esse tipo de metodologia 
apresenta caracteristicas que favorecem a utiliza^ao em areas 
de poucos recursos e infraestrutura . 61 No Quadro 20.4 apre- 
sentamos os parametros de sensibilidade e especificidade dos 
diferentes testes moleculares no diagnostico da tuberculose. 

PCR em tempo real 

A rea^ao de PCR em tempo real tambem foi proposta como 
um teste rapido para a detecpao de cepas de M. tuberculosis 
resistentes. Esta rea^ao baseia-se na detec^ao de fluorescencia 
no tubo de reapao a medida que ocorre a hibridiza^ao dos aci¬ 
dos nucleicos amplificados com sondas fluorescentes do seg¬ 
mento de DNA de interesse. O sinal fluorescente e diretamente 
proporcional a quantidade de produto amplificado no tubo. 
Para a detec 9 ao de resistencia a rifampicina e a isoniazida, 
diversos sistemas de detec^ao foram usados, como TaqMan, 
SyberGreen, Molecular Beacons, entre outros . 59,62,63,69 

A principal vantagem da PCR em tempo real e a durapao do 
processo. Os resultados sao obtidos em aproximadamente 1,5 
a 2 h apos a extra^ao do DNA; ha baixo risco de contamina 9 ao, 
pois a rea^ao ocorre em um unico tubo. As desvantagens sao a 
necessidade de equipamento s e reagentes caros e profissionais 
experientes. 

O Xpert® MTB/RIF Assay (Cepheid Sunnyvale, CA, EUA) 
baseia-se na PCR em tempo real. Neste aparelho, o especime 
clinico (escarro) e colocado em um recipiente (cartucho) que 
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Quadra 20.4 ■ Parametros de sensibilidade e especificidade dos testes moleculares para o diagnostics da tuberculose. 59 


TB pulmonar com baciloscopia positiva TB pulmonar com baciloscopia negativa TB extrapulmonar 


Testes moleculares 

S(%) 

E(%) 

S(%) 

E(%) 

S(%) 

E(%) 

Amplicor 

97 

>95 

140a 73 ] 

>95 J 

27 a 98 

>95 

AMTD 

92 a 100 
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>95 

93 

>95 

BDProbeTec 

90 a 100 

92 

33 a 100 

83a 97 ] 

76 

>9 ° 

PCR em tempo real 

78 

100 

] 78 ] 

100 \ 

80 

100 

LAMP 

I 97,7 

99 

48,8 

I 99 

ND 

ND 


S ■ sensibilidade; £=espedficidade; ND=nao determinsdo. 


contem todos os reagentes para extra^ao, amplifica^ao de aci- 
dos nucleicos e identifica^ao de sequencias do gene rpoB. Os 
resultados podem ser obtidos em menos de duas horas. Em 
um estudo de campo, o teste apresentou sensibilidade de 98,2% 
para identifica<pao de isolados em amostras com baciloscopia 
e cultura positiva, e 72,5% para a identifica^ao de isolados em 
amostras com baciloscopia negativa e cultura positiva; a espe- 
cificidade encontrada foi de 99,2%. 

A sensibilidade do teste aumentou para 90,2% quando 
foram analisadas tr£s amostras de escarro, colhidas em dias 
diferentes. Neste mesmo estudo, o teste apresentou uma sensi¬ 
bilidade de 97,6% para a detecqao de cep as resistentes a rifam- 
picina e especificidade de 98,1%. As desvantagens deste teste 
sao nao detectar resistencia a isoniazida, custo, necessidade de 
infraestrutura adequada e pessoal treinado. 64,70 Apos o apoio 
da OMS para a utiliza^ao deste teste, diversos parses estao ava- 
liando o Xpert® MTB/RIF Assay na rotina laboratorial para 
diagnostico a tuberculose e para a detec^ao de cepas resisten¬ 
tes a rifampicina. No Brasil, estao sendo conduzidos estudos 
para avaliar a acuracia do teste. 40 

Testes moleculares para identifica$ao das micobacterias 

A identifica^ao das micobacterias tradicionalmente e rea- 
lizada por testes bioquimicos e caracteristicas fenotipicas, 
tais como tempo de crescimento, colora^ao e morfologia das 
colonias. Esses metodos sao de simples realiza^ao e nao reque- 
rem equipamentos sofisticados, entretanto, sao trabalhosos e 
demorados. 

Os metodos moleculares tambem permitem a identifica^ao 
mais rapida das micobacterias que os metodos tradicionais, 
especialmente do complexo M. tuberculosis. O primeiro teste 
comercial foi o AccuProbe* (Gen-Probe Inc.), com base em 
sondas de DNA especie-especificas que hibridizam com rRNA 
para a identifica^ao de micobacterias de importancia clinica, 
incluindo o complexo M. tuberculosis, M. avium, M. intracellu- 
lare, complexo M. avium, M. kansasii, M. gordonae. Os resulta¬ 
dos sao obtidos em aproximadamente 2 h a partir de amostras 
com cultura positiva. Este teste foi amplamente avaliado em 
diferentes locais, apresentando sensibilidade e especificidade 
super iores a 90%. 59,62 

Recentemente, varios testes moleculares para a identifica- 
£ao do complexo M. tuberculosis foram lan^ados no mercado, 
como o INNO-LiPA MYCOBACTERIA v2 (Innogenetics 
NV, Ghent, Belgium) e o GenoType® MTBC e o GenoType* 
Mycobacterium (Main Lifescience, Nehren, Germany), ambos 
para serem usados em amostras com cultura positiva. 

O INNO-LiPA MYCOBACTERIA v2 permite detectar e 
identificar o genero Mycobacterium e 16 diferentes especies 
de micobacterias. Fundamenta-se na diferen^a de nucleoti- 
dios nos genes 16S-23S rRNA da micobacteria. Apos ampli- 


ficaqao por PCR e desnaturaqao, faz-se a hibridizaqao dos 
amplicons com as sondas imobilizadas em membrana espe- 
cifica, sob condi^oes rigidamente controladas. Esse teste pode 
ser feito a partir de culturas realizadas em meio soli do ou 
liquido. Entre as micobacterias identificadas no INNO-LiPA 
MYCOBACTERIA v2 podemos citar; complexo M. tubercu¬ 
losis, M. kansasii, M. xenopi, M. gordonae, M. genavense, M. 
simiae, M. marinum e M. ulcerans, M. celatum, M. avium, M. 
intracellulare, M. scrofulaceum, M. malmoense, M. haemophi - 
lum, o complexo M. chelonae, o complexo M. fortuitum e M. 
smegmatis. O teste foi avaliado com diversas especies de mico¬ 
bacterias e apresentou sensibilidade de 100% e especificidade 
de 94%. 65 

O GenoType® MTBC e o GenoType® Mycobacterium tam¬ 
bem se baseiam no principio de hibridiza^ao de fase solida 
reversa e permitem diferenciar as especies que fazem parte do 
complexo M tuberculosis e outras 35 especies de micobacte¬ 
rias, respectivamente. O GenoType® MTBC fundamenta-se 
em sequencias especificas do gene 23S rRNA para o com¬ 
plexo M. tuberculosis, associado a analise de polimorfismos na 
sequencia gyrB e na regiao de dele^ao RD1 para identifica^ao 
deAf. tuberculosis. 

O GenoType® Mycobacterium baseia-se no gene 23S rRNA 
para identificaqao das especies. Apos amplificaqao por PCR, a 
hibridiza^ao e realizada com oligonucleotidios imobilizados 
em membrana espedfica e a interpreta^ao dos resultados parte 
da combina^ao de bandas que aparecem ao termino da rea^ao. 
Para a realizaqao desses testes sao necessarios termocicladores e 
areas separadas para as diferentes etapas da rea^ao de PCR." ' 

Diversos sao os alvos utilizados para a identificaqao de M. 
tuberculosis, por tecnicas in house como 16S rRNA, 23S rRNA; 
regioes conservadas e hipervariaveis tambem sao propostas 
como alvo para identifica^ao como, por exemplo, gene que 
codifica proteina 65 kDA, rpoB, sodA e recA. Entretanto, a acu¬ 
racia desses testes tern se mostrado bastante heterogenea. 40 

Testes moleculares para a deteqao de cepas 
resistentes a fdrmacos 

Como mencionado anteriormente, a detect ao de cepas 
de M. tuberculosis resitentes a farmacos tern como base o 
metodo das proporqoes, comparand© o crescimento da mico¬ 
bacteria em tubo contendo os farmacos com o tubo controle 
(sem adiqao de farmacos) em meio Lowenstein-Jensen ou 
Middlebrook. Sao necessarias de 3 a 6 semanas para a obten- 
£ao do resultado. 62 A utilizaqao de meios liquidos na cultura 
reduziu o tempo para a obten^ao dos resultados de sensibili¬ 
dade aos farmacos, porem, com a emergencia de formas gra¬ 
ves da tuberculose, principalmente as relacionadas com cepas 
extensivamente resistentes (TB XDR), faz-se necessario que 
metodos mais rapidos sejam melhorados, ou desenvolvidos e 
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aplicados na pratica clmica. Com o proposito de detectar rapi- 
damente as cepas resistentes a farmacos, diversos testes mole- 
culares foram propostos nos ultimos anos. 

Testes de hibridiza^ao em fase solida 

Esta metodologla envolve diversos passos que incluem 
desde a extra^ao de DNA da mieobacteria, isolada em meio 
de cultura ou diretamente de especimes clinicos, amplifica^ao 
de sequencias de acidos nucleicos por PCR, hibridizaqao do 
produto amplificado marcado com as sondas imobilizadas em 
membranas e a rea^ao colorimetrica que permite a visualiza^ao 
de linhas na membrana, local em que as sondas estavam imo¬ 
bilizadas - teste denominado de Line Probe Assay. 66 

Estao disponiveis comercialmente dois testes com base 
neste principio para a detec^ao rapida de cepas de M. tuber¬ 
culosis resistentes a farmacos: Line Probe Assay (INNO-LiPA 
Rif TB® Assay, Innogenetics NV) para a detecqao de cepas 
resistentes a rifampicina (muta^oes gene rpoB) e o GenoType® 
MTBDRPlus (Hain Lifescience) para a detec^ao simultanea de 
cepas resistentes a rifampicina e a isoniazida. 89,62 

Em revisao sistematica realizada sobre o desempenho do 
teste INNO-LiPA Rif TB* Assay para a detectao de resistencia 
de cepas a rifampicina isoladas em meio de cultura, o teste 
apresentou sensibilidade superior a 95% e especificidade de 
100 %. Em quatro estudos que avaliaram o desempenho do 
teste em especimes clinicos, a especificidade encontrada foi de 
100 % e a sensibilidade variou de 80 a 100%. 66 

Outro estudo realizado em 2006 verificou a utilidade do 
INNO-LiPA Rif TB® Assay para a detec^ao de cepas resistentes 
em 420 amostras de escarro de pacientes provenientes de dife- 
rentes palses. O teste apresentou uma concordancia de 99,6% 
com os resultados obtidos pela cultura. 

O segundo teste disponivel comercialmente e o GenoType® 
MTBDR {Hain Lifescience). Essa primeira versao do teste 
apresentou sensibilidade de 90 a 95% para a detecqao de 
resistencia a rifampicina e indices inferiores para a detec<;ao 
de resistencia a isoniazida. 67,68 Essa primeira versao detecta 
mutaqoes nos genes katG e rpoG. 

A versao modificada do teste GenoType® MTBDRPlus, alem 
de detectar muta^oes nos genes katG e rpoG, incluiu tambem 
a detectao de muta^oes no gene inhA. Embora alguns estu¬ 
dos mostrem melhora no desempenho do teste, outros ainda 
mencionam que a sensibilidade para a detec^ao de resistencia 
a isoniazida precisa ser aprimorada. 69,70 

Em estudo realizado em 2008, o GenoType® MTBDRPlus 
foi implantado em laboratorio publico de grande porte para 
a triagem rapida de cepas de M. tuberculosis multirresistentes 
(TB MDR). A avalia^ao mostrou que 97% dos resultados de 
amostras com baciloscopia positiva estavam disponiveis den- 
tro de 1 a 2 dias. Os indices de sensibilidade e especificidade 
para a detecqao de resistencia a rimfapicina foram de 98,9% e 
99,4%, respectivamente; para a resistencia a isoniazida, a sen¬ 
sibilidade encontrada foi de 94,2% e a especificidade de 99,7%. 
Para a detec^ao de resistencia simultanea a rifampicina e a 
isoniazida, os indices de sensibilidade e especificidade encon- 
trados foram de 98,8 e 100%, respectivamente, quando com- 
parados aos resultados dos testes tradicionais de sensibilidade 
a farmacos. 

Recentemente, foi lanqado o GenoType® MTBDRsI para a 
detecqao de resistencia a fluoroquinolonas, canamicina, ami- 
cacina e capreomicina. Apesar de dois estudos terem apresen- 
tado resultados promissores para a detectao de resistencia aos 
farmacos de segunda linha de tratamento da tuberculose, o 


teste apresentou resultados variaveis. Portanto, mais estudos 
sao necessaries para avaliaqao do teste e para verificar a sua 
real utilidade na pratica clinica. 62 
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► Introdu^ao 

Amebiase e definida como a infec^ao pelo protozoario 
Entamoeba histolytica, do filo Sarcomastigota, classe Sarcodina, 
ordem Amoebida, genero Entamoeba , apresentando ou nao 
manifesta^oes clinicas. Os protozoarios da classe Sarcodina 
sao organismos que se movera e incorporam alimentos atra- 
ves de pseudopodes. Existem outros membros dessa classe 
que se encontram no trato gastrintestinal do homem, mas 
que nao sao considerados patogenicos, como Entamoeba coli. 
Entamoeba hartmanni, Entamoeba poleck , Endolimax nana , 
Iodamoeba butschUi e Entamoeba dispar. Testes bioquimicos, 
imunoenzimaticos, imunologicos e geneticos demonstraram 
que em mais de 90% das amebiases assintomaticas trata-se da 
Entamoeba dispar , o que vale ressaltar que a concep^ao mo- 
derna deva ser a dualista, definindo a E. dispar para especie 
nao patogenica. 

A amebiase e uma doen^a com distribui^ao geografica 
mundial, com predominance nas regioes tropicais e subde- 
senvolvidas, onde as condi^oes de higiene e socioeconomi¬ 
cas sao precarias. Calcula-se que de 5 a 50% da popula^ao 
mundial tenham E. histolytica no lumen intestinal, variando 
segundo as regioes. Cerca de 10% exibem sintomas clinicos, 
que vao desde os nao espedficos de doen^a gastrintestinal ate 
disenteria, colite e ameboma. De 2 a 20% dos individuos sinto- 
maticos progridem para invasao extraintestinal com forma<^ao 
de abscesso, especial mente do figado, com alto indice de letali- 
dade. Estima-se que entre 40.000 e 110.000 obitos anualmente 
se devam a amebiase, principalmente no Oriente Medio, na 
Africa e na India, o que classificaria esta protozoose como a 
segunda causa de mortalidade, dentre as parasitoses humanas, 
perdendo apenas para a malaria. 

No Brasil, segundo levantamento efetuado em diver- 
sas regioes, a prevalencia de E. histolytica varia de 2 a 50%, 
sendo alta em algumas cidades como Manaus, Belem, Joao 
Pessoa e Porto Alegre. Nos estados da Bahia, Minas Gerais e 
Rio Grande do Sul, a incidencia da amebiase e relativamente 
alta, enquanto no estado de Sao Paulo os inqueritos realizados 
mostram uma incidencia que varia de 10 a 20%. 

Com base em exames parasitologicos de fezes, efetuados 
em coletividades diversas, ficou demonstrada a dissemina^ao 
de E. histolytica em todos os paises. Contudo, de acordo com 
Neves (2003), um numero maior de portadores sintomati- 
cos e encontrado em paises como Mexico, Caribe, Colombia, 
Peru, Equador, Africa do Sul, Egito, Marrocos, Iraque, India, 
Bangladesh, Tailandia, Vietna, alem dos EUA. 

No caso espedfico dos EUA, cerca de 3,500 casos de 
amebiase sao notificados por ano aos Centros de Controle de 
Doen^as. Grupos reconhecidamente de alto risco incluem: 
viaj antes, imigrantes, trabalhadores migrantes, pessoas imu- 
nocomprometidas, intern os em institutos para doentes men¬ 
tals e homossexuais sexualmente ativos, predominando, 
dentre os homossexuais masculinos, cepa nao patogenica do 
organismo. 

Alguns paises tern uma incidencia elevada de amebiase 
extraintestinal, como a India, o Mexico, a Tailandia e varies 
paises do Oriente Medio e do norte da Africa. 

A transmissao de E. histolytica se da por meio da ingestao 
de alimentos e agua contaminados com cistos tetranucleados, 
ocorrendo o desen cistamento no ileo, com forma^ao de oito 
amebas metacisticas, que migram para o ceco, onde formam 
colonia. Moscas e baratas contribuem para sua transmissao 
em areas endemicas. 


A transmissao direta de E. histolytica de pessoa a pessoa e 
muito frequente em hospitals para doentes mentais, asilos e 
presidios, onde as condi^oes de higiene sao precarias. £. his¬ 
tolytica pode parasitar homens de qualquer idade, mas sua 
fr equencia e menor nos primeiros anos de vida. Nao existe 
difereneja da prevalencia de E. histolytica quanto ao sexo, nao 
obstante alguns trabalhos relatem que a mulher seja um pouco 
menos infectada que o homem; todas as etnias sao sensiveis a 
infec^ao. 

Medidas que visam diminuir consideravelmente a preva¬ 
lencia da amebiase sao: educa^ao sanitaria, melhora das con- 
didoes socioeconomicas e culturais, amplia^ao da rede de agua 
tratada e de esgoto, coleta de lixo constante de toda a popula- 
<^ao, combate aos insetos veiculadores, tratamento adequado 
dos doentes e portadores assintomaticos. 

De acordo com o Comite de Peritos da Organiza^ao 
Mundial da Saude, sao dois os principals grupos de formas 
clinicas de amebiase: assintomaticas e sintomaticas. 

- Forma assintomatica intestinal 

Cerca de 90% dos individuos infectados por Entamoeba 
histolytica exibem infec^ao assintomatica e constituem um 
vasto reservatorio do parasito. Porem, alguns desses indi¬ 
viduos podem tornar-se sintomaticos desde que o parasito 
avirulento e comensal adquira virulencia e venha a invadir 
a mucosa intestinal. Logo, entende-se que individuos com a 
forma assintomatica nao possam receber a denomina^ao de 
portadores sadios e, uma vez encontrados cistos nas fezes, ha 
necessidade de tratamento. 

- Formas sintomaticas 

Amebiase intestinal 

Sao duas as formas principals, por sua importancia cli- 
nica: disenteria amebiana, mais rara, e colite nao disenterica, 
mais frequente e responsavel por grande numero de pacientes 
infectados. Alem dessas formas, tem-se tambem ameboma e 
apendicite amebica. 

Disenteria amebiana 

Manifesta-se com um quadro de disenteria aguda, com 
presen^a de muco e sangue nas fezes que, dependendo 
da gravidade do caso, pode levar o paciente a mais de 28 
evacuates por dia, enquanto nos casos menos graves 
o numero de evacuates diarias e de 6 a 10. O paciente 
apresenta dores abdominais, nauseas, vomitos e tenesmo, 
com uma evolu^ao que pode assemelhar-se a da disenteria 
bacilar. 

As caracteristicas das fezes merecem aten^ao na diferen- 
cia^ao da disenteria bacteriana. As fezes amebianas tipicas sao 
acidas, pH 5,5 a 6,0, com pouco exsudato celular, algumas ou 
numerosas hemacias degeneradas e, na sua maioria, aglutina- 
das, algumas celulas epiteliais, neutrofilos, numerosos resi- 
duos picnoticos e poucas bacterias. 

Fa na disenteria bacilar, as fezes tipicas sao diarreicas e alca- 
linas, com pouco material fecal e abundante exsudato celular; 
as hemacias geralmente sao integras, observam-se numerosos 
neutrofilos polimorfonucleares e celulas epiteliais, alguns resi- 
duos picnoticos, muitas bacterias e macrofagos com carac¬ 
teristicas morfologicas semelhantes a Entamoeba histolytica 
que, em algumas ocasioes, emitem pseudopodes e fagocitam 
hemacias. 
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Nao se deve, porem, esquecer de que as duas disenterias 
podem coexistir, amebianas e bacilar, recomendando-se, nesse 
caso, fazer uma lamina direta corada pelo azul de metileno a 
fim de diferenciar leucoeitos de amebas. 

Coiite nao disenterica 

Esta forma manifesta-se com evacuates diarreicas ou 
nao. As fezes sao pastosas ou semiliquidas, contendo muco 
e pouco sangue, e o portador faz ate cinco deposi^oes por 
dia, ocorrendo frequentemente periodos de funciona- 
mento intestinal normal com alternancia do periodo diar- 
reico. O paciente sente desconforto abdominal, com coli- 
cas localizadas e flatulencia, podendo ocorrer periodo de 
constipa^ao intestinal com dores abdominais em razao da 
reten^ao dos materials fecais, junto com intensa hipertonia 
intestinal. Nao sendo tratado, o paciente volta a apresen - 
tar os sintomas de disenteria amebiana aguda, seguindo-se 
outro periodo de latencia e nova recaida disenterica. Essa 
sequencia de acontecimentos constitui a forma cronica da 
coiite amebiana. 

Amebiase extraintestinal 

■ Amebiase hepatica aguda nao supurativa e necrose coliqua- 
tiva 

■ Amebiase cutanea 

■ Amebiase de outros orgaos: pulmao, cerebro, ba^o etc. 

► Diagnostics laboratorial 

O diagnostico laboratorial de E. histolytica e feito tradi- 
cionalmente por meio do exame parasitologico das fezes, em 
que geralmente se encontram cistos em fezes consistentes e 
trofozoitos em fezes diarreicas ou semidiarreicas. 

O exame de uma unica amostra de fezes muitas vezes nao 
leva a um diagnostico definitive, uma vez que o numero de 
cistos liberados diariamente varia muito nos portadores. 
Trabalhos realizados concluem que, quando um portador 
elimina 100.000 cistos por dia, a probabilidade de diagnos¬ 
tico mostra ser apenas de 50%, aumentando esse indice para 
82% quando tres amostras sao analisadas em um periodo de 
8 dias. 

Nas fezes diarreicas, o tempo decorrente da coleta a reali- 
za^ao do exame tern sido um fator que dificulta o diagnostico 
em razao da natureza fragil das amebas. 

A in experience tecnica tern registrado erros no diagnos¬ 
tico de E. histolytica , ja que resultados falso-negativos t£m 
sido observados quando parasitos encontrados nas fezes 
nao sao identificados, e resultados falso-positivos ocorrem 
quando leucoeitos, outras amebas, celulas sanguineas ou 
Blastocystis sao identificados erroneamente como E. his¬ 
tolytica. 

■ Aspectos que devem ser considerados no auxflio 
do diagnostico de Entamoeba histolytica 

Tipo de recipiente utitizado para coleta 

Preferencialmente, devem-se coletar as fezes diretamente 
em frasco plastico, de boca larga, rosqueado e fabricado espe- 
cialmente para transporte de amostras fecais, ou frasco de 
vidro bem lavado, isento de qualquer contamina^ao, dando 
preferencia a por^ao final de evacua^ao, devendo-se rejeitar 


material contaminado com urina, que pode destruir as formas 
vivas da amostra. Da mesma maneira, fezes coletadas de vasos 
sanitarios nao servem, pois, alem de isso interferir na estru- 
tura dos trofozoitos, o paciente corre o risco de contamina^ao 
por bacterias, virus e outros parasitos. 

Volume 

A quantidade de amostra para analise devera ser em torno 
de 30 g, pois pequenas quantidades de fezes poderao ser insu- 
ficientes para um diagnostico seguro. 

Tempo entre a coleta e a analise 

Suspeitando-se de amebiase, as amostras deverao ser cole¬ 
tadas e analisadas o mais brevemente possivel. O laborato- 
rio devera passar essa orienta^ao ao paciente, uma vez que 
os trofozoitos tern um periodo de vida muito curto no meio 
externo, entre 15 e 30 min. Caso nao seja possivel entregar a 
amostra nesse periodo, devera ser preservada em fixadores 
como: Schaudinn, APV (alcool polivinilico) e SAF (acetato de 
sodio/acido acetico/formaldeido). 

Medicamentos 

Certos produtos quimicos podem tornar as fezes nao 
recomendadas para analise, como o uso de antibioticos que 
afetem a flora intestinal normal. Da mesma maneira, con- 
trastes radiologicos que contenham bario ou bismuto inter- 
ferem nas amostras, pois particulas desses produtos podem 
destruir as amebas, alem de vaselinas, oleos minerais e anti- 
diarreicos, que prejudicam sua identifica^ao. Quanto a coleta 
das fezes, recomenda-se que seja feita 10 dias apos o uso do 
contraste. 

Numeros de amostras 

Cerca de 90% das infec^oes por E. histolytica sao assin- 
tomaticas, e o diagnostico e em geral realizado por meio da 
identifica^ao dos cistos, uma vez que as formas moveis nesta 
fase sao eliminadas com menor frequencia. Portanto, varias 
coletas em dias alternados irao propiciar maior percentual de 
resultados positivos. 

Uso de laxantes 

Quando se suspeita de amebiase e o paciente esta evacu- 
ando fezes semidiarreicas ou consistentes, e se varios exames 
sao realizados com resultados negativos, torna-se necessario 
administrar ao paciente um laxante a fim de estabelecer e con- 
firmar o diagnostico. Os laxantes salinos, como o fosfato de 
sodio e o sulfato de sodio tamponado, sao os mais recomenda- 
dos, uma vez que causam menos danos as estruturas morfolo- 
gicas das amebas. 

Amostras coletadas apos o efeito do laxante devem ser 
enviadas o mais brevemente possivel ao laboratorio. Caso 
contrario, devem ser preservadas nos fixadores de APV ou 
Schaudinn. 

Observa$ao macroscopica das fezes 

Fazer uma analise macroscopica das fezes e muito impor- 
tante nao so para auxiliar no diagnostico de E. histolytica , 
como para observa^ao de parasitos adultos ou proglotes de 
Taenia sp. A consistencia das fezes, a cor e o aspecto liquido 
com muco e sangue deverao ser observados e anotados na 
ficha do paciente. Essas fezes terao preferencia para analise 
imediata, dado que os trofozoitos de E. histolytica sao frequen¬ 
temente encontrados neste tipo de amostra e com maior pre¬ 
dominance no muco. 
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- Pesquisa direta do parasito nas fezes 

Metodo direto a fresco com salina 

A pesquisa direta a fresco e uma tecnica muito simples 
e de facil execu^ao, que tem por objetivo pesquisar formas 
moveis de ameba nas fezes. A tecnica consiste em colocar uma 
pequena por^ao das fezes misturada com salina entre a lamina 
e a laminula, dando preferencia as partes mucossanguinolen- 
tas, quando presentes, e observar ao microscopio em aumento 
de 400x, em busca de formas moveis de amebas no material 
examinado, bem como tipo de movimento apresentado pelo 
microrganismo. Embora simples, esta tecnica requer um 
microscopista experiente que possa distinguir os diferentes 
tipos de amebas por meio do tipo de movimento, da morfolo- 
gia do parasito e de seu conteudo citoplasmdtico. 

Essa tecnica deve ser realizada todas as vezes que amostras 
pastosas ou diarreicas com muco e sangue cheguem ao labo- 
ratorio, antes de decorridos 30 min da sua coleta. Havendo 
suspeita de amebiase, recomenda-se coletar as amostras no 
proprio laboratorio. 

Por meio deste metodo podem-se observar formas moveis 
de E. histolytica de cor pdlida e transparente, caracteristica 
para as quais se recomenda utilizar uma intensidade baixa 
de luz no microscopio. As formas moveis observadas emitem 
pseudopodes finos, longos e rapidos, partindo de varios pon- 
tos do corpo do parasito, observando-se, as vezes, a emissao de 
um unico pseudopode anterior, deslizando sobre a superficie 
da lamina. Nao e comum observar as caracteristicas nucleares 
dos trofozoitos em fezes recentemente emitidas, porem, na 
pratica diaria sao observadas estruturas nucleares quase niti- 
das em fezes apos 2 h de excretadas. A distin^ao entre o ecto- 
plasma e o endoplasma e evidenciada principalmente se as 
amebas estiverem em constante atividade. 

O ectoplasma e hialino e distinto, o endoplasma e granu¬ 
lar e de facil observado, e os vacuolos digestives, que podem 
aparecer com hemacias fagocitadas ou conteudos hemoglo- 
binicos, sao bem observados no endoplasma (Figura 21.1A). 
Ja o nucleo normalmente nao e observado nas prepara^oes a 
fresco, e, nos parasitos em fase de degenera^ao, pode-se obser- 
va-lo como um anel de pequenos granulos e de localiza^ao 
central ou excentrica. 

Alguns autores confirmam que parasitos que apresentam 
as caracteristicas morfologicas citadas com hemacias nos seus 



Figura 21.2 Macrofago corado pelo azul de metileno. 


vacuolos digestivos sao diagnosticados seguramente como E. 
histolytica. E importante ressaltar, contudo, que macrofagos 
podem ser confundidos com ameba, uma vez que apresentam 
movimentos ameboides e podem conter celulas sanguineas no 
seu interior (Figura 21.2). 

Note-se ainda que trofozoitos de E. histolytica/dispar 
(Figura 21.3A) devem ser diferenciados daqueles de E. hart - 
manni (Figura 21.3B), que sao menores ate 10 p, mas com 
caracteristicas morfologicas e movimentos progressives seme- 
lhantes. 

Tambem e importante diferenciar E. histolytica de E. dispar, 
as quais apresentam tamanhos e caracteristicas morfologicas 
semelhantes. 

Assim, entendemos que a identificaqao de E. histolytica 
nao deve ocorrer somente pelo metodo direto e pel a Colo¬ 
rado temporaria, sendo importante o uso de Colorado 
permanente das amostras (Figura 21.4), bem como de 
metodos imunoenzimaticos para a pesquisa do antigeno 
especifico da E. histolytica em fezes nao preservadas, 
que vem sendo aperfei£oados e sao de faceis execudeS) 
alem de ter boa sensibilidade. Isso e observado atual- 
mente com o teste RIDASCREEN® Entamoeba, na pratica 
diaria. 



Figura 21.1 A.Trofozoito de E. histolytica em preparagao a fresco. Observe varias hemacias no citoplasma. B. Trofozoito de E. histolytica/dispar 
preservada no APV antes da Colorado permanente. 
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Figura 21.3 Entamoeba histolytica/dispar (A) e Entamoeba hartmanni (B), ambas coradas pelo azul de metileno. 



Figura 21.4 Trofozoftos de Entamoeba histolytica/dispar, corados pela 
hematoxilina ferrica. 


Metodo direto a fresco corado pelo azul de metileno 

O objetivo deste metodo e pesquisar formas vegetativas 
de ameba em fezes diarreicas, procurando evidenciar suas 
estruturas citoplasmaticas e nucleares. A tecnica pelo azul de 
metileno tamponado contribui para identifica^ao da E. his¬ 
tolytica e de outros tipos de ameba nas prepara^oes recentes, 
uma vez que, em fezes antigas, as estruturas dos parasitos 
sofrem muitas modifica^oes. Apos 7 a 10 min da colora^ao, 
observa-se uma perfeita distin^ao entre o ectoplasma e o 
endoplasma. O primeiro corado em azul-claro e o segundo 
mais fortemente corado, observando-se vacuolos digestivos 
contendo uma ou varias hemacias coradas em azul-escuro. 
A membrana nuclear mostra-se uniformemente corada, nao 
se observando nitidamente os graos de cromatina. O carios- 
soma apresenta-se como um pequeno ponto central, ocasio- 
nalmente excentrico, coroado em azul-escuro. Entre a mem¬ 
brana nuclear e o cariossoma, observa-se um espa^o nltido 
corado em azul-elaro (Figura 21.5). Recomenda-se usar 
o azul de metileno, principalmente quando se suspeita de 
coexistencia de infec 9 ao amebiana e bacilar em uma mesma 
amostra, uma vez que os leucocitos sao bem corados e facil- 
mente observados. 


Figura 21.5Trofozoito de Entamoeba histolytica/dispar, corado pelo 
azul de metileno. 


Ocasionalmente, observam-se parasitos que nao coram, 
enquanto outros podem reter fortemente o corante no nucleo, 
dificultando a sua identifica^ao. 

Metodo de Colorado pelo tricromio 

Muitos parasitologistas recomendam a Colorado pelo tri¬ 
cromio, considerando-o o metodo ideal para o trabalho de 
rotina, uma vez que oferece resultados satisfatorios com fezes 
recentes e fixadas pelo APV, Schaudinn ou SAF. Trata-se de 
um metodo relativamente simples, que visa pesquisar e iden- 
tificar cistos e trofozoitos de amebas. Os reagentes utilizados 
na colora^ao sao colocados em cubas que sao mantidas fecha- 
das e identificadas. Com o auxilio de uma espatula ou de um 
palito, toma-se uma pequena por^ao das fezes ja preservadas 
no APV por 60 min, colocando-a sobre papel-filtro por tr^s 
minutos, que tern por objetivo retirar o excesso do fixador; em 
seguida, faz-se um esfrega<;o delgado, dando preferencia ao 
local que contenha muco. Apos, deve-se deixar secar a tempe- 
ratura ambiente, para, em seguida, proceder a Colorado. 

Se as fezes estiverem consistentes, deverao ser misturadas 
com salina, a fim de que se possa obter um preparado satisfa- 
torio para proceder ao esfrega^o. Durante todo o processo de 
colora^ao e importante que o esfrega^o seja mantido umido. 
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Toda vez que se transferir a lamina de uma cuba para outra, 
deve-se faze-lo com o auxflio de uma pin^a de in ox, drenan- 
do-se o excesso de corante sobre um papel absorvente e man- 
tendo-se a lamina inclinada. Tambem se recomenda passar 
rapidamente papel absorvente na parte da lamina em que nao 
haja esfrega^o. Quanto menos quantidade de corante passar 
de uma cuba para outra, melhor produto final de Colorado 
sera observado. Se a lamina come^ar a secar, deve-se colocd-la 
de volta no xilol, drenar e fazer a montagem com verniz cristal 
autentica, que tern a vantagem de secar mais rapido e clarear a 
prepara^ao. Note-se que a fixa^ao e uma etapa muito impor- 
tante na colora^ao pelo tricromio. Os cistos jovens ou imaturos 
ftxam com maior facilidade que os cistos maduros. Ja os cistos 
de Entamoeba coli requerem uma fixa^ao mais prolongada que 
os de outras especies, em razao, provavelmente, da espessura 
de sua parede. Quando forem detectados microrganismos 
com uma colora^ao avermelhada, esta podera ser atribuida a 
uma fixa^ao inadequada ou a uma amostra velha. 

Quando a fixa^ao do esfregaqo e adequada, observam-se 
com clareza as estruturas citoplasmaticas e nucleares dos 
protozoarios. Nos trofozoitos observa-se o citoplasma corado 
em verde-azulado, podendo conter no seu interior hemacias 
ou conteudos hemoglobinicos que tomam colora^ao purpura. 
Ja a cromatina nuclear dos trofozoitos e dos cistos, bem como 
os corpos cromatoides dos cistos, tambem coram em verme- 
lho-purpura (Figura 21.6A e B). Outros materials existentes 
no esfrega^o como leveduras, celulas teciduais, Blastocystis etc. 
tomam a cor verde. 

O metodo original do tricromio requer aproximadamente 
45 min para ser executado; em metodos mais recentes, no 
entanto, o tempo foi reduzido para 8 a 12 min. 

Algumas das vantagens de se utilizar a colora^ao pelo tri¬ 
cromio incluem: 

■ O corante e estavel e pode ser utilizado repetidamente 

■ Os metodos mais rapidos, que eliminam alguns passos da 
colora^ao, sao adequados para pequenos laboratories, em 
que poucas laminas sao coradas de cada vez 

■ O procedimento nao requer o uso de mordente ou corante 
diferencial 

■ Dependendo da modifica^ao empregada, o procedimento 
pode ser automatizado. 

As desvantagens de se utilizar a coloraqao de tricromio 
sao: 

■ O contraste obtido entre os parasitos e detritos fecais nao se 
compara aquele obtido utilizando-se a colora^ao de hema- 
toxilina ferrica, mostrando-se frequentemente insuficiente 
para possibilitar o exame dos parasitos sob objetivas de 
pequeno aumento 

■ Algumas tecnicas, oriundas de modifica^oes no metodo 
original, requerem tantas manipula^oes individuais que 
resultam inadequadas para uso em laboratorio de grande 
porte. 

Tecnica de Colorado por hematoxilina ferrica 

A amostra sera tratada por um fixador que ira manter as 
caracteristicas morfologicas das amebas e, posteriormente, 
sera corada pela solu^ao de hematoxilina, em que sera obtida 
a cor desejada por meio do uso de uma solu^ao mordente que 
ira tirar o excesso do corante (coiora^ao regressiva) ou pro- 
gressivamente, sem passar pela solu^ao diferenciadora. Esta 
colora^ao visa identificar as amebas mediante a colora^ao 



Figura 21.6 A. Trofozolto de Entamoeba histolytica com hemacias em 
seu citoplasma. B. Cisto de Entamoeba histolytica/dispar, corado pelo 
tricromio. 


de suas estruturas nucleares que tern grande afinidade para 
os corantes basicos. Atualmente, existem varios processos de 
Colorado pela hematoxilina ferrica, desde o processo longo e 
classico, de acordo com Heiderhain (1908), ate outros proces¬ 
sos modifieados. O processo classico, conforme Heiderhain, 
e um metodo que garante excelentes resultados quando todas 
as etapas do procedimento de colora^ao sao observadas. Pode 
ser preparado com fezes frescas ou conservadas nos fixadores 
Schaudinn ou APV. 

Alguns desses metodos modifieados sao complexos, con- 
somem tempo e requerem pessoal experiente para assegurar 
que os resultados sejam confiaveis. Esses problemas tern sido 
solucionados, incluindo-se novas modifica^oes, obtendo-se 
metodos mais curtos e menos complexos, muitos dos quais 
incorporam o mordente ao corante. 

O procedimento para Colorado pela hematoxilina ferrica que 
utiliza fezes conservadas no fixador e o processo mais recomen- 
dado. O processo de colora^ao, de acordo com Claudio Santos 
Ferreira, e um metodo mais rapido que os demais, uma vez que 
as passagens pelas placas de alcoois e de creosoto sao suprimi- 
das. Utiliza fezes nao preservadas e, como fixador, uma solu^ao 
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de acido picrico saturado com adi^ao de formol a 40% e acido 
acetico glacial (fixador de Bouin). Esse metodo apresenta resul- 
tados satisfatorios desde que o tecnico esteja bem familiarizado 
com ele. Sua vantagem e o pouco tempo gasto na execu^ao. 

A hematoxilina ferrica que utiliza fezes preservadas e, sem 
duvida, o metodo que oferece maior seguranqa na identifica- 
9 §o e no diagnostico da E. histolytica. 

Cabe salientar que a modifica^ao que combina o corante 
com o mordente proporciona excelente reprodutibilidade nos 
resultados, alem do metodo, apesar de demorado, poder ser 
facilmente automatizado. 

Algumas desvantagens podem ser citadas no metodo de 
hematoxilina ferrica. A qualidade do corante depende do 
numero de amostras processadas diariamente, devendo-se 
repor o corante a intervalos regulares, o que aumenta o custo 
do procedimento. A camada de APV pode se dissolver na 
soluqao aquosa utilizada durante a colora^ao, fazendo com 
que o material fecal se solte da lamina. Isso pode ser evitado 
adicionando-se gotas de albumina ao material, pois a substan¬ 
tia age como um adesivo na prepara^ao do esfrega^o. 

Os trofozoitos apresentam cor cinza-azulada, diferencian- 
do-se de estruturas de tonalidades escuras. Seu tamanho varia 
entre 15 e 60 p. Amebas encontradas em pacientes assintoma- 
ticos apresentam tamanho medio de 15 p. Por sua vez, entre 
os pacientes sintomaticos, isto e, os de colite nao disenterica, a 
media dos diametros dos trofozoitos e de 20 p. Amebas maio- 
res sao observadas em pacientes com manifesta^oes clinicas 
de disenteria amebiana. O citoplasma e distinto e observa-se 
uma nitida diferencia^ao entre o ectoplasma e o endoplasma, 
principalmente se a forma observada estava emitindo pseu- 
dopodes quando da sua fixa^ao. O ectoplasma apresenta-se 
hialino com uma colora^ao cinza-clara, diferenciando-se do 
endoplasma, que se apresenta granular e mais intensamente 
corado. No seu interior pode-se observar uma ou varias hema- 
tias coradas em preto, evidenciadas nitidamente por um halo 
claro em toda sua parte externa. O nucleo geralmente nao e 
central, permanecendo em local afastado da emissao dos 
pseudopodes, corando suas estruturas em preto (Figura 21.7). 

O cariossoma geralmente e central, absorvendo mais 
intensamente o corante; os granulos de cromatina sao escu- 
ros e distribuidos uniformemente no interior da membrana 
nuclear, muitas vezes deixando espa 9 os nitidamente claros 
entre os granulos. Quando as preparaqoes sao bem coradas, 



Figura 21.7 A. Trofozolto de Entamoeba histolytica em que se observam 
dispar corado pela hematoxilina ferrica. 


podem-se observar fibrilas fracamente coradas entre o carios¬ 
soma e a membrana nuclear. 

A forma pre-cistica e geralmente esferica, podendo apresen- 
tar-se oval, corando em azul-acinzentado e nao apresentando 
diferencia^ao entre o ectoplasma e o endoplasma. Observa-se 
um espa^o claro que ocupa 2/3 do parasito, o vacuolo de glico- 
genio, que nao cora pela hematoxilina ferrica. Pode-se obser- 
var-se um ou mais bastonetes de tamanhos diferentes corados 
em preto: sao os corpos cromatoides. 

O nucleo apresenta as mesmas caracteristicas observadas 
na forma vegetativa, diferenciando-se apenas no tamanho, 
sendo maior na forma pre-cistica. Ja o cariossoma e grande, 
de aspecto geralmente uniforme, podendo ocasionalmente 
apresentar-se irregular e corado intensamente em preto. 

Nos cistos, pode-se observar uma nitida membrana cistica 
corada em preto e o citoplasma tomando uma cor cinza-azu¬ 
lada, contendo um vacuolo de glicogenio grande e nao corado. 
Os corpos cromatoides, mais frequentes nos cistos imaturos, 
coram em preto e apresentam-se em quantidades variaveis; 
porem, dificilmente sao observados nos cistos tetranucleados. 

Pesquisa de cistos nas fezes pelo metodo de Faust 

Este metodo fundamenta-se em uma diferen^a de densidade, 
na qual os cistos flutuam quando tratados por uma solu^ao de sul- 
fato de zinco a33% com densidade 1,180. Por meio do metodo de 
Faust corado pelo lugol, as chances de se fazer um diagnostico de 
E. histolytica/dispar sao grandes. Nos cistos, a tonalidade da Colo¬ 
rado do citoplasma e amarelada e o vacuolo de glicogenio retem 
o lugol que pode ser observado como massa mais corada em ama- 
relo-escuro. Os corpos cromatoides apresentam-se refringentes e 
em forma de bastao. Essas estruturas sao mais observadas nos 
cistos imaturos. Os nudeos sao bem distintos, e pode-se observar 
um cariossoma central e a cromatina finamente distribuida na 
membrana nuclear, sendo menores nos cistos tetranucleados. 

Quando e utilizado o metodo de Faust para a pesquisa de cis¬ 
tos nas fezes coradas pelo lugol, podem-se observar nitidamente 
as estruturas morfologicas dos cistos; porem, esse metodo nao 
possibilita o diagnostico definitivo de E. histolytica apenas pelo 
encontro de cistos contendo de 1 a 4 nucleos, mesmo obser- 
vando corpos cromatoides em forma de bastao, uma vez que a 
Entamoeba dispar e morfologicamente identica a E. histolytica. 
Recomenda-se, nesse caso, aplicar o resultado como encontro 
de cistos de E. histolytica/dispar (Figura 21.8). 
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hemacias em seu citoplasma. B. Trofozolto de Entamoeba histolytica/ 
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Figura 21 .8 Cistos de Entamoeba histolytica (A)/d/spar(B) corados pelo 
lugol. 


Pesquisas de amebas nos tecidos 

A pesquisa de E. histolytica nos tecidos e realizada por meio 
da coleta do material por biopsia, durante a retossigmoidos- 
copia, examinado hnediatamente a fresco e apos colora^ao 
especial. 

Pesquisas de amebas nos exsudatos 

As formas vegetativas de E. histolytica podem ser encon- 
tradas nos exsudatos (escarro, vomitos e, principalmente, em 
material coletado por pun^ao de abscesso hepatico). A amos- 
tra deve ser examinada a fresco e corada pela hematoxilina 
ferrica ou tricromio. 

- Cultura de Entamoeba histolytica 

Pode ser cultivada a partir da semeadura direta do sedi- 
mento das amostras contendo cistos de E. histolytica, em meio 
de Pavlova modificado com adi^ao de 1.000 unidades de peni- 


cilina G potassica por mf de meio de cultura, e incubada a 
36°C por 48 a 96 h, ou pode-se tratar o sedimento com HC1 
0>5N por ate 15 min e, apos centrifuga^ao, proceder a seme¬ 
adura. 

A E. histolytica pode ser cultivada em conjunto com bacte- 
rias encontradas nas fezes dos pacientes infectados (metodo 
polixenico simples de Pavlova). 

Trabalhos publicados confirmam nossa observa^ao de 
que as bacterias Escherichia coli e Klebsiella sp. favore- 
cem o crescimento da E. histolytica, um numero signi¬ 
ficative de cistos deve ser utilizado e o sedimento deve 
ser semeado ate 18 h apos a emissao das fezes. Na pra- 
tica diaria, contudo, nao se usa cultivar a E. histolytica 
em razao de sua dificuldade tecnica, de seus custos e 
dos poucos significados em rela^ao ao exame de fezes. 
No entanto, quando se deseja realizar estudos de inesti- 
mavel valor no reconhecimento e na identifica^ao da E. 
histolytica, de acordo com Carli (2007), deve-se cultivar 
as amebas em meio axenico, tendo como preferencia o 
meio de Diamond, Harlow e Cunnick (Trypticase-Yeast 
Extract-Iron-Serum-TYI-S-33). Este tipo de cultivo ira 
possibilitar: 

■ Estudos de bioquimica, fisiologia e metabolismo dos orga- 
nismos com o objetivo de estabelecer as exigencias nutri- 
cionais dos parasitos 

■ Produ^ao de antigenos e anticorpos monoclonais e policlo- 
nais contra a E. histolytica para o diagnostico sorologico e 
outros estudos imunologicos 

■ Estudos diferenciais entre cepas patogenicas e nao pato- 
genicas por meio da eletroforese de isoenzimas em 
camada fina de gel de amido, que possibilitam distinguir 
os seguintes grupos, no genero Entamoeba : E. histolytica - 
9 zimodemos; E. dispar - 12 zimodemos; E. hartmanni - 
3 zimodemos. 

A analise de zimodemos e importante na diferencia^ao 
entre E. histolytica e E. dispar, em razao das diferen^as gene- 
ticas existentes na enzima hexoquinase dessas duas especies 
(Rey, 2008). 

■ Testes imunologicos 

Os testes imunologicos para pesquisa de anticorpos sao 
uteis no auxilio ao diagnostico da amebiase. Sao positivos 
em 95% dos pacientes com abscesso hepatico amebiano, em 
70% dos pacientes com amebiase intestinal invasiva e em 5% 
daqueles que por tarn o parasito, mas nao tern a doen^a cli- 
nica. 

As tecnicas imunologicas mais utilizadas atualmente sao: 
hemaglutina^ao indireta (HAI), rea^ao de fixa^ao do com- 
plemento, aglutina^ao do latex, imunofluorescencia indireta 
(IFI), eletroforese de isoenzimas, rea^ao em cadeia da polime- 
rase (PCR) e ELISA. 

A rea^ao de fixa^ao do complemento e a hemaglutina^ao 
sao muito sensiveis; porem, apresentam o inconveniente de 
deixar duvidas se a infec^ao e recente ou antiga, uma vez 
que, por meio dessas tecnicas, nao se pode avaliar se os 
anticorpos pesquisados sao decorrentes da infec^ao aguda 
ou cronica. 

O teste de aglutina^ao do latex e um teste muito simples, 
porem, apresenta o inconveniente de ser caro e ter sensibili- 
dade inferior a da hemaglutina^ao. 
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A imunofluorescencia indireta e um metodo muito bom, 
com boa sensibilidade e especificidade, porem os titulos sao 
baixos em todas as fases da amebiase ulcerada. 

Atualmente, a tecnica de eletroforese de isoenzimas torna 
possivel dizer que todas as amebas do intestino humano 
podem ser diferenciadas por meio de padroes isoenzimaticos. 
As amebas cultivadas de amostras obtidas em casos bem defi- 
nidos de amebiase invasora (disenteria amebiana ou abscesso 
hepatico) se agrupam em diferentes sistemas de padroes de 
isoenzimas, que sao caracterizados pela presen^a de bandas 
especificas da enzima fosfoglucomutase e por bandas rapidas 
da enzima hexoquinase. 

- Diagnostic© molecular 

A PCR possibilita a amplifica^ao de regioes especificas do 
DNA da E. histolytica e da E. dispar. Entre diversos metodos 
moleculares de diagnostico, a PCR e tida como uma tecnica 
altamente sensivel e especifica, bem como representa uma 
importante perspectiva diagnostica para o controle da parasi- 
tose, de acordo com Carli (2007). 

► Diferendagao das amebas 
parasitos do trato intestinal 

A Figura 21.9 mostra os aspectos morfologicos que permi- 
tem caracterizar as diferentes amebas parasitos do trato intes¬ 
tinal. 

- Entamoeba dispar 

Durante muitos anos, E. histolytica e E. dispar foram con- 
sideradas como uma unica especie. No entanto, um recente e 
importante descobrimento biologico comprovou a existencia 
de duas especies distintas de Entamoeba que sao morfologica- 
mente identicas por microscopia optica. 

A E. dispar, a especie mais prevalente, e morfologicamente 
muito semelhante a E. histolytica. O diametro medio de um 
trofozoito e de 25 p (variando de 19 a 60 p), e os trofozoitos 
tern um nucleo simples de 3 a 5 p em diametro que con- 
tem uma fina cromatina periferica e um nucleolo central. 
A presen^a de hemacias ingeridas se correlaciona positiva- 
mente com a presen^a de E. histolytica, e nao com E. dispar. 
A media de diametro dos cistos e de 12 p (variando de 5 a 
20 p), e os cistos tern de um a quatro nucleos, dependendo 
de sua maturidade. Cistos jovens podem conter vacuolos 


de glicogenio que coram com iodo e podem tambem conter 
densa aparencia de corpos cromatoides que consistem em 
ribossomos. 

Estudos tern demonstrado que E. dispar, em presen^a de 
bacterias intestinais, em portadores subnutridos e com baixa 
imunidade, pode apresentar potencial patogenico considera- 
vel na mucosa intestinal. 

E importante enfatizar que E. dispar e responsavel por mais 
de 90% das infec^oes causadas por amebas com caracteristi- 
cas morfologicas semelhantes as de E. histolytica. Pessoas com 
infec^ao por E. dispar nao apresentam evidencia de invasivi- 
dade, sangue oculto nas fezes e inflama^ao do colon nem pro- 
duzem anticorpos sericos para ameba. No homem, E. dispar 
vive como um comensal estavel e avirulento, produzindo um 
estado de portador assintomatico e sendo aproximadamente 
10 vezes mais prevalente do que E. histolytica. 

Numerosas diferen^as antigenicas entre estas duas amebas 
tern sido demonstradas. Distintos epitopos da subunidade 
pesada com 170 kDa, uma importante adesina de superficie e 
um antigeno altamente conservado sao encontrados em E. his¬ 
tolytica, mas nao em E. dispar. Outros antigenos dos parasitos 
demonstraram especie-especificidade similar. As diferen^as 
bioquimicas, antigenicas e geneticas possibilitam diferencia- 
las por meio de analise isoenzimatica, anticorpos monoclo- 
nais e tecnicas de biologia molecular, capazes de determinar 
sequencias especificas de nucleotidios como PCR. 

Na pratica diaria, o diagnostico das amebas permanece 
dependente da identifica<^ao morfologica dos trofozoitos e cis¬ 
tos nas fezes, entretanto, testes imunologicos podem ser um 
instrumento util no auxilio do diagnostico de E. histolytica. 

A diferencia^ao entre essas duas especies e de suma impor- 
tancia, sendo essencial para a preven^ao da doen^a invasiva, 
conduta terapeutica e para saude publica. 

- Entamoeba hartmanni (comensal) 

As formas vegetativas de E. hartmanni sao morfologica¬ 
mente semelhantes as de E. histolytica, normalmente peque- 
nas, com tamanhos que variam entre 4 e 10 p, e apresentam 
movimenta^ao ativa, com pouca diferencia^ao entre o ecto- 
plasma e o endoplasma. Nas prepara^oes coradas pela hema- 
toxilina ferrica, observam-se no citoplasma vacuolos e detri- 
tos, mas nunca hemacias. O nucleo e pequeno, em torno de 
2 p, os graos de cromatina sao uniformes, podendo apresentar 
disposi^ao irregular, e o cariossoma e central ou ligeiramente 
excentrico. 

Os cistos de E. hartmanni sao semelhantes aos de E. his¬ 
tolytica, porem menores, em torno de 6 p, contendo de 1 a 



Figura 21.9 Aspectos morfologicos de amebas parasitos do trato intestinal. 
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4 nucleos. Nos cistos imaturos observam-se corpos croma- 
toides que variam de 3 a 6, um pouco diferentes dos obser- 
vados em E. histolytica em razao de sua irregularidade. Os 
nucleos sao bem observados quando corados pela hematoxi- 
lina ferrica ou pelo lugol, apresentando as mesmas caracte¬ 
risticas descritas para as formas vegetativas. Ja o citoplasma 
apresenta varios espa^os pequenos e claros resultantes do 
vacuolo de glicogenio. 

Esta ameba nao engloba hemacias, e os testes sorologicos 
para pesquisa de anticorpos espedficos sao negativos. 

- Entamoeba coli 

As formas vegetativas de E. coli (Figura 21.10A e B) vivem 
como comensais no lumen do intestino grosso. E importante 
conhecer suas caracteristicas morfologicas para diferencia-las 
de E. histolytica. 

Nas prepara^oes a fresco em fezes recentemente emitidas, 
apresenta-segeralmente comemissao de pseudopodes lentos e 
nao direcionais, menores e mais largos que os de E. histolytica. 
O citoplasma com granulates grosseiras, sem distin^ao entre 
o ectoplasma e o endoplasma, contem no seu interior bacterias 
e outros detritos intestinais, nao fagocita hemacias e o nucleo 
6 visivel. 

Corada pela hematoxilina ferrica, toma uma cor cinza- 
azulada. A membrana nuclear grosseira e os graos de croma- 
tina se distribuem um pouco irregularmente, o cariossoma e 
excentrico e maior do que o de E. histolytica. A forma pre-cis- 
tica apresenta caracteristicas muito semelhantes as de E. his¬ 
tolytica. Os cistos de E. coli sao maiores, medindo de 10 a 30 (i 
de diametro, e contem de 1 a 8 nucleos. Quando corada pela 
hematoxilina ferrica, a membrana nuclear se apresenta gros¬ 
seira, com granulos irregulares dispostos sobre ela, os corpos 
cromatoides, que, quando presentes, apresentam-se em forma 
de pincel e desaparecem dos cistos rapidamente. Ja na Colo¬ 
rado pelo lugol, os cistos sao bem evidenciados, apresentam 
forma esferica, algumas vezes oval ou irregular, com carios¬ 
soma excentrico. 

- lodamoeba butschili 

E uma pequena ameba, comumente encontrada no porco, 
com incidencia em torno de 14% no homem. Seu tamanho 
varia de 12 a 15 p, em media 13 p. 


Nas prepara^oes a fresco, pode-se observar a formatao de 
pseudopodes largos e lentos, com pouca diferencia^ao entre o 
ectoplasma e o endoplasma. Corada pela hematoxilina ferrica, 
observa-se o nucleo com uma membrana espessa e sem cro- 
matina periferica, com cariossoma grande e central, algumas 
vezes excentricos. Os cistos nao apresentam corpos cromatoi¬ 
des, contem um nucleo e um grupamento iodofilo que retem 
fortemente o lugol, tomando a cor castanho-escura, facilmente 
observado, ocupando 1/3 da celula. Nas preparates pela 
hematoxilina ferrica o grupamento iodofilo se dissolve pela 
a^ao dos reativos, formando um espa^o claro no citoplasma. 

■ Endolrmax nana 

E uma das menores amebas que parasitam o homem, e seu 
tamanho varia de 6 a 12 p. Nas preparates a fresco, obser¬ 
va-se essa pequenina ameba emitindo pseudopodes largos e 
rombos de forma lenta, contendo bacterias e detritos nos seus 
vacuolos; o nucleo geralmente e visivel, porem, em algumas 
ocasioes, nao 6 observado. 

Corada pela hematoxilina ferrica, pode-se observar a mem¬ 
brana nuclear fina, sem grao de cromatina; o cariossoma e grande, 
podendo apresentar forma variada, central ou excentrica. 

► Condusao 

Entende-se que o diagnostico de E. histolytica nem sempre 
e facil e que as falhas podem resultar em tecnicas imperfei- 
tas, pesquisas inadequadas ou interpreta^ao confusa de E. his¬ 
tolytica com outros protozoarios ou celulas sanguineos. Assim, 
somos levados a concluir que: 

■ A associa^ao de varios metodos no diagnostico de E. his¬ 
tolytica e muito importante, uma vez que nenhum deles e 
absoluto 

■ E importante contar com tecnicos bem treinados para a 
interpreta^ao de exames parasitologicos 

■ O numero de amostras satisfatorias para um diagnostico 
seguro por metodos tradicionais deve ser de tres, e elas 
devem ser analisadas em periodos de 8 dias 

■ As amostras suspeitas devem ser levadas ao laboratorio ate 
30 min apos a sua coleta, ou serem coletadas em frascos 
contendo preservantes 



Figura 21.10 A. Forma vegetativa da Entamoeba coli a fresco. B. Cisto corado pelo lugol. 
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■ A pesquisa de antigenos espedficos de E. histolytica em 
extrato aquoso de fezes nao preservadas deve fazer parte 
da rotina laboratorial para confirmar os achados parasito- 
logicos e evitar o diagnostico erroneo de E. histolytica com 
leucocitos e outros tipos de amebas. 
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► Introdugao 

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenga de 
Chagas, e um protozoario caracterizado por flagelo e mitocon- 
dria, na qual esta situado o cinetoplasto. Esta classificado na 
segao Stercoraria da familia Trypanosomatidae, que inclui tri- 
panossomos que se desenvolvem no tubo digestivo de vetores 
e sao transmitidos na forma de tripomastigotas metadclicos 
pelo contato direto com as fezes do vetor. Apresenta alto grau 
de heterogeneidade, o que dificulta os estudos epidemiologi- 
cos, clmicos, patologicos, terapeuticos e laboratoriais. 

Originalmente encontrado em muitas especies animals, 
chegou a especie humana por meio de insetos vetores perten- 
centes a subfamilia Triatomina, famflia Reduviidae, ordem 
Hemiptera. Na America Latina, os vetores mais importantes, 
relacionados com a transmissao do parasito, sao Triatoma 
infestans , Panstrongylus megistus, Rhodnius prolixus, Triatoma 
dimidiata e Triatoma brasiliensis (Figura 22.1). 

O ciclo de vida do parasito e estudado no vetor e no hospe- 
deiro vertebrado. No vetor, inicialmente, formas tripomastigo¬ 
tas ingeridas com o sangue do hospedeiro diferenciam-se no 
intestino em epimastigotas e um pequeno numero de formas 
arredondadas, amastigotas que rapidamente multiplicam-se 
no intestino do vetor, podendo permanecer latentes por um 
longo periodo de tempo. Essas formas diferenciam-se em tri¬ 
pomastigotas metaciclicas no reto e sao eliminadas com as 
fezes durante ou depois do repasto do inseto. Existem mais de 
100 especies de mamiferos que sao suscetiveis a infecgao por 
T. cruzi. Os hospedeiro s vertebrados podem ser domesticos ou 
selvagens. No hospedeiro, formas tripomastigotas intracelula- 
res se transformam em amastigotas, as quais se multiplicam 
por divisao binaria. O numero de parasitos que infectam as 
celulas varia de 50 a 500 parasitos por celula. As formas amas¬ 
tigotas se transformam em tripomastigotas que, na circulagao, 
promovem a disseminagao da doenga e a oportunidade para 
a continuidade do ciclo quando os vetores ingerem o sangue 
dos hospedeiros. A Figura 22.2 mostra as diferentes formas 
evolutivas de T. cruzi. 

Nas areas urbanas, a transmissao por transfusao de san¬ 
gue e derivados apresenta grande importancia como conse- 
quencia da migragao de populates de areas endemicas para 
centros industrializados em busca de trabalho. E considerada 
a segunda via mais importante de transmissao da doenga. 

A analise de inqueritos sorologicos para a pesquisa de anti- 
corpos anti-7? cruzi em doadores de sangue feita em 1993 em 
dez paises mostrou que a probabilidade de um receptor receber 
uma bolsa com sangue contaminado por T. cruzi variou de 10% 
na Bolivia para 0,13% ou 0,138% em Honduras e Venezuela, 
onde a cobertura sorologica na triagem dos doadores era de 
100%. Por outro lado, a probabilidade de transmissao de uma 



Figura 22.1 Especies de vetores transmissores da doenga de Chagas. 1. 
Triatoma infestans; 2. Panstrongylus megistus; 3. Triatoma sordida; 4. Tria¬ 
toma brasiliensis; 5. Triatoma maculata; 6. Panstrongylus geniculatus. 

bolsa contaminada por T. cruzi variava de 2,19% na Bolivia 
para 0,24% na Colombia, 0,17% em El Salvador e menos de 
0,15% nos demais paises. O risco de infectividade, definido 
como a probabilidade de o individuo ser infectado por sangue 
contaminado, foi estimado em 20% para a America Latina. 
Nessa base foi possivel estabelecer um numero absoluto que 
variava de acordo com a cobertura sorologica na triagem dos 
doadores. De 1993 a 1996, Honduras, Venezuela, Argentina, 
El Salvador, Paraguai, Uruguai e Colombia instituiram a 
obrigatoriedade da cobertura sorologica total na triagem dos 
doadores de sangue. Em 1996, a triagem preveniu a trans¬ 
fusao de 36.017 bolsas positivas e 7.201 casos de infecgao 
transfusional. 

Outros meios de transmissao sao citados na literatura, 
como a congenita, por transmissao vertical, a acidental, nor- 
malmente em laboratories de pesquisa ou rotina, e a oral, por 
ingestao de alimentos contaminados com vetores ou excretas 
de vetores parasitados. Esse meio de transmissao tem assu- 
mido grande importancia na Regiao Norte do Brasil. No Para, 
o consumo crescente de agai tem provocado inumeros casos de 
doenga de Chagas aguda tanto em criangas como em adultos. 
A Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Estado, em conjunto 
com o Ministerio da Saude, tem somado esforgos na tentativa 



Figura 22.2 Formas evolutivas de Trypanosoma cruzi. A. Epimastigotas (e) e tripomastigotas metadclicos (f) em um esfregago de material de 
cultura. B.Tripomastigotas em esfregago de sangue. C. Amastigotas em cultura de fibroblastos. 
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de diminuir o numero de casos. Porem, trata-se de um pro- 
blema que envolve aspectos socials e culturais, pelo numero de 
pessoas que vivem do comercio do suco de agai e que nao tem 
conhecimento de normas de higiene para manipular o produto. 
Uma das maneiras de impedir a transmissao oral por agai e 
por meio da pasteurizagao, que nao e feita normalmente. Esse 
e um problema que tende a se agravar nos proximos anos. 

► Aspectos clmicos e epidemiologicos 

A doenga de Chagas tem duas apresentagoes clinicas: a 
adquirida e a congenita. A congenita, associada ao nascimento 
prematura, ao aborto e a placentite e rara, ocorrendo em 
menos de 1% dos casos diagnosticados. Tem sido relatada em 
muitas areas da America do Sul (p. ex., Bolivia), o que resulta 
em cerca de 8.000 novos casos por ano. A transmissao conge¬ 
nita dificilmente pode ser evitada durante a gravidez porque 
os farmacos utilizados no tratamento da doenga sao toxicos 
e teratogenicos e o aborto preventivo, inaceitavel. Em paises 
como o Brasil, onde os casos congenitos tornam-se cada vez 
mais raros, a estrategia usual e o uso da sorologia conven¬ 
tional na prevengao e quando a crianga atinge 6 meses, bem 
como tratar imediatamente todos aqueles que apresentarem 
resultados positivos. 

A apresentagao adquirida e classificada em aguda e cronica. 
A fase aguda, mais frequente em criangas, tem como carac- 
teristicas o sinal de Romana e o chagoma de inoculagao, que 
aparecem apos 7 a 10 dias do contato com o inseto vetor. O 
periodo de incubagao depende de varios fatores, no entanto, 
o tamanho do inoculo provavelmente seja o mais importante 
deles. O sinal de Romana e um intumescimento unilateral das 
palpebras e, quando encontrado, tem sido considerado patog- 
nomonico da doenga. O primeiro sintoma/sinal observado 
no paciente chagasico e a febre. Outras manifestagoes clinicas 
eventualmente presentes sao associadas a hepatomegalia, alem 
de esplenomegalia, linfadenopatia, nauseas, vomitos, diarreias, 
inflamagao e dor nos ganglios linfaticos, anorexia, irritagao de 
meninges e edema subcutaneo. Estudos mostraram que a fase 
aguda permanece por cerca de 2 meses, desaparecendo mesmo 
na ausencia de tratamento especifico. 

Logo apos a fase aguda da doenga, vem a intermediaria, 
tambem chamada inaparente, latente ou subclinica. E a fase 
de equilibrio entre o hospedeiro e o parasito, na qual o sistema 


imunologico do paciente forma a resposta imunologica celular 
e humoral. Existe uma diminuigao de parasitos na circulagao 
do hospedeiro. O paciente nao apresenta altera^oes patolo- 
gicas significativas. O diagnostico clinico e dificil e os testes 
sorologicos geralmente sao positivos. 

A fase cronica da doen^a de Chagas e classificada em 
cardiaca e digestiva. 

Dos individuos infectados, em torno de 15% irao desenvol- 
ver a apresenta^ao cardiaca da doen^a, caracterizada por mio- 
cardite cronica difiisa. Nesse caso, geralmente sao observadas 
altera^oes no eletrocardiograma conventional, na radiografia 
de torax e no ecocardiograma. Testes sorologicos podem con- 
firmar os achados clinicos. 

Na forma digestiva, o paciente pode apresentar altera^oes, 
como megaesofago e megacolon. O exame radiologico con- 
tribui na defini^ao do quadra clinico do paciente, e os testes 
sorologicos, principabnente a pesquisa de anticorpos IgG 
anti- T. cruzi, podem ser negativos, o que nao exclui a etiologia 
chagasica. A Figura 22.3 mostra as altera^oes clinicas observa¬ 
das na fase cronica da doen^a. 

Do ponto de vista epidemiologico, a doen^a de Chagas e 
amplamente disseminada na America Latina. Estima-se que 
entre 12 e 14 milhoes de pessoas estejam infectadas. 

Segundo Dias (1992), mudan^as de padrao sobre a pre- 
valencia, incidencia e distribui^ao geografica da doen^a 
devem-se as constantes migra^oes de popula^oes em busca de 
melhores condi^oes de vida, mudan^as sociais e economicas, 
programas de controle global e falhas no diagnostico rapido 
da infec<;ao chagasica. A extensao da area endemica e de cerca 
de nove milhoes de quilometros, do Mexico ao extremo sul da 
Argentina. A gravidade das formas clinicas da doen^a e maior 
na America do Sul, em areas onde T. infestans e R. prolixus sao 
os principals vetores. 

Um fato importante que tem colaborado para que a doen^a 
de Chagas ocorra em paises da America do Norte, Europa e 
Asia e o intenso fluxo migratorio ocorrido nos ultimos anos de 
populates dos paises latinos para paises desenvolvidos, prin- 
cipalmente em busca de melhores condi^oes de vida. 

O Quadra 22.1 apresenta a estimativa de migrates de 
populates da America Latina para paises desenvolvidos que 
ocorreram nos ultimos anos. O que tem preocupado as autori- 
dades sanitarias dos paises que recebem os migrantes e a pos- 
sibilidade da transmissao transfusional em bancos de sangue, 
uma vez que nao existem criterios para selecionar os candida- 



Figura 223 Altera^oes clinicas nas formas cronicas da doenga de Chagas. A. Forma cardiaca. B. Megaesofago. C. Megacolon. 
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Quadra 22.1 ■ Estimativa de migrates da America Latina para 
alguns parses. 


Raises Estimativa 


Canada (2001) 

131.135 (1.218 infectados) 

Espanha (2000-2003) 

339.954 (38.777 infectados) 

Estados Unidos (1981-2005) 

7.200.000 (56.000 a 357.205 infectados) 

Australia (2005-2006) 

65.255 (1.067 infectados) 


tos a doa^ao para a infec^ao tripanossomica. Bancos de sangue 
dos EUA, pais mais atingido, estao adotando rigidos criterios 
clinicos, epidemiologicos e sorologicos para selecionar os can¬ 
didates a doa^ao de sangue. 

► Diagnostico de laboratorio 

O diagnostico de laboratorio da doen^a de Chagas e feito por 
metodos parasitologicos, radiologicos e por testes sorologicos. 

- Diagnostico parasitologico 

Os metodos parasitologicos de diagnostico podem ser uti- 
lizados nas fases aguda e cronica da doen^a. 

Na fase aguda sao utilizados metodos diretos para pesquisa 
de tripanossomos na corrente sanguinea e indiretos, como o 
xenodiagnostico, que apresenta elevada sensibilidade. A pes¬ 
quisa de tripanossomos pode ser feita por microscopia direta, 
na qual o sangue e examinado entre lamina e laminula durante 
as primeiras 6 semanas da doenqa. Variaveis do metodo direto, 
como a colora^ao de Giemsa, got a espessa ou a concentragdo 
do sangue, aumentam a probabilidade da detectao de baixas 
parasitemias. Uma variavel promissora, o Quantitative Buffy 
Coat (QBC®), que tern sido indicado para pesquisa de plas- 
modios, foi aplicada com sucesso na pesquisa de tripanosso¬ 
mos, principalmente quando o nivel de parasitemia e muito 
baixo. Varies autores referem a importancia do metodo na 
pesquisa de tripanossomos em recem-nascidos com infec^ao 
congenita, em material de medula ossea, em pacientes cardia- 
cos transplantados e em liquido cefalorraquidiano. A empresa 
responsavel pelo desenvolvimento e comercializaqao no Brasil 
retirou esse produto do mercado apos analise de custos, pro- 
du^ao e revenda, os quais se mostraram inadequados para os 
paises da America Latina. O micro-hematocrito, metodo sim¬ 
ples que apresentou bons resultados na detec^ao de tripanos¬ 
somos durante o surto de Santa Catarina, transmissao oral da 
doenqa de Chagas, apresenta niveis de sensibilidade superio- 
res aos da microscopia direta. A inoculagdo em peritonio de 
camundongo e a cultura tern sido utilizadas como alternativas 
quando os metodos microscopicos falham. A sensibilidade 
desses metodos e muito baixa na fase cronica da doenqa. Nos 
pacientes imunocomprometidos, a pesquisa do parasito pode 
ser feita em outros fluidos biologicos ou tecidos. Tern sido des- 
crita a presen^a de parasitos na medula ossea, cerebro, pele e 
linfonodos. 

Deve sempre ser considerada a limita^ao dos metodos uti¬ 
lizados. Em geral, a sensibilidade do metodo direto e influ en- 
ciada por inumeros fatores que vao desde a qualidade da 
microscopia utilizada a capacita^ao tecnica dos observadores, 
o que leva a variances de sensibilidade entre 50 e 95%. 


Na fase cronica, sao utilizados metodos indiretos, como o 
xenodiagnostico e a hemocultura. 

O xenodiagnostico e feito com ninfas de vetores, criadas 
em laboratories e alimentadas com sangue de aves refratarias 
a infec^ao por T. cruzi, que sao colocadas para sugar direta- 
mente o sangue do paciente. Cerca de 40 ninfas distribuidas 
em 4 caixas sao utilizadas para sugar o sangue do paciente. 
Apos o repasto sanguineo, sao mantidas no laboratorio a 28 °C 
com aproximadamente 85% de umidade. Apos um periodo 
de 4 a 6 semanas, as fezes e os intestinos dos insetos, obtidos 
por esfrega^o ou disseeqao, sao examinado s por microscopia 
direta para pesquisa de T. cruzi. A sensibilidade do metodo e 
de cerca de 50% na fase cronica e de 85 a 100% na fase aguda. 

O xenodiagnostico artificial, in vitro , variavel do metodo 
classico, foi introduzido para evitar rea^oes de hipersensibili- 
dade em pacientes suscetiveis. Ninfas de vetores sao colocadas 
para sugar o sangue dos pacientes suspeitos da infec^ao cha¬ 
gasica, colocado no interior de pequenos sacos, tipo de dialise, 
de varias procedencias. O material mais utilizado na fabrica- 
^ao do saco coletor e uma membrana obtida a partir de intes- 
tino de porco. Varios autores referem que o exame apos 30,60 
e 90 dias aumenta a positividade do teste na fase cronica da 
doen^a. Outro fator importante que aumenta a sensibilidade 
do teste na fase cronica da doen 9 a e a possibilidade de coleta 
de varias amostras de sangue do paciente suspeito de infec^ao 
chagasica em dias seguidos durante, preferencialmente, o pico 
febril - caso o paciente apresente febre. Adotando esse pro- 
cedimento, o teste podera apresentar sensibilidade superior a 
90%, mesmo quando a parasitemia e muito baixa. 

A hemocultura, embora limitada em sensibilidade, apre¬ 
senta importancia para isolar cepas responsaveis pelas infec- 
^oes no homem e em animais, bem como para estudos de 
caracteriza^ao bioquimica e imunoquimica do parasito. 
Quando usada para diagnostico, apresenta baixa sensibilidade, 
detectando cerca de 50% dos casos cronicos. 

Outros metodos parasitologicos como a inoculagao em ani¬ 
mais, camundongos ou cobaias, e a cultura de celulas in vitro, 
sao pouco recomendados para fins de diagnostico. 

A reagdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reac¬ 
tion - PCR) e altamente sensivel para deteeqao de DNA do 
parasito. Para a doenqa de Chagas, poderia representar impor¬ 
tante procedimento nos casos com resultados sorologicos 
duvidosos. Em outras palavras, poderia ser utilizado como 
gold standard test na defini^ao da etiologia chagasica. Varios 
pesquisadores tem estudado a padroniza^ao do metodo para 
ser aplicado na sele^ao de doadores de sangue, em inqueritos 
epidemiologicos ou para diagnostico da infec^ao congenita. 
O tempo necessario para execu^ao do teste, o alto custo e os 
falsos resultados positivos obtidos, decorrentes de contamina- 
^ao ambiental, tem limitado a utiliza^ao do metodo para os 
propositos referidos. 

Em rela^ao a sensibilidade da PCR, Sturm et al. (1989) 
detectaram 0,1% do genoma de um unico parasito na pre- 
sen^a de bilhoes de DNA humanos, quando utilizaram um 
fragmento de cinetoplasto de T. cruzi. Maior sensibilidade foi 
obtida por Moser et al. (1989), detectando 0,05% de DNA do 
parasito, utilizando uma sequencia repetitiva nuclear de DNA. 
Experimentalmente em camundongos, o metodo tem permi- 
tido a detec^ao de 8 a 10 parasitos em 100 pi de sangue. 

Chiari (1999) comparou PCR com hemocultura e lise 
mediada por complemento na deteeqao da infeeqao por T. 
cruzi em individuos procedentes de diferentes regioes do 
Brasil, endemicas ou nao, e que apresentavam testes sorolbgi- 
cos positivos, negativos ou inconclusivos. A tecnica foi capaz 





Diagnostic® Laboratory I 


de detectar um parasito integro ou 0,01% de fragmentos de 
DNA de T. cruzi circulando no sangue de indivlduos conta- 
minados. O deserapenho da PCR foi avaliado em 126 amos- 
tras de sangue de indivlduos provenientes de areas endemicas 
(113) e nao endemicas (13), O metodo foi positive em 83,5% 
dos indivlduos com sorologia positiva, 47,6% dos casos com 
sorologia negativa e 46,2% dos casos com sorologia inconclu- 
siva. Dos 10 indivlduos com PCR positiva e sorologia positiva, 
8 apresentavam lise mediada por complemento positiva. No 
grupo controle, 100% das amostras foram PCR-negativas. Os 
resultados sugerem que a PCR poderia ser utilizada como cri- 
terio de cura pos-terapeutica antitripanossomo e na sele^ao de 
doadores em bancos de sangue. Melhores avalia^oes poderiam 
consolidar essas sugestoes. 

Resultados promissores tern sido referidos por Constanta 
Britto (2009) do Laboratorio de Biologia Molecular e Doen^as 
Endemicas da Funda^ao Oswaldo Cruz - IOC, comparando 
metodos moleculares, na busca de nlveis elevados de sensi- 
bilidade, especificidade e reprodutibilidade. Atualmente, 
biologistas moleculares estao tentando normatizar o uso da 
biologia molecular no diagnostico da doen^a de Chagas para 
sugerir aos orgaos competentes sua produ^ao, regulamenta^ao 
e comercializa^ao. 

- Diagnostico sorologico 

Os testes sorologicos sao amplamente utilizados na doen^a 
de Chagas para selecionar doadores em bancos de sangue, 
para acompanhamento da terapeutica antiparasitaria, para 
fins sociais na sele^ao de trabalhadores, para confirmar ou 
excluir uma suspeita cllnica e para inqueritos soroepidemiolo- 
gicos. O resultado do teste sorologico e de probabilidade e sua 
positividade ou negatividade e influenciada por fatores como 
a prevalencia da doen^a, indicada por exames cllnicos e dados 
epidemiologicos, a sensibilidade, a especificidade do teste e as 
condi^oes imunologicas dos pacientes. Muitos testes tern sido 
padronizados e aplicados para os diferentes propositos antes 
referidos. 

E importante lembrarmos que o T. cruzi apresenta grande 
complexidade antigenica, o que influencia a resposta imuno- 
logica do hospedeiro e tem levado diversos pesquisadores, por 
meio da biologia molecular e da slntese de peptldios, a procu- 
rarem antlgenos, altamente senslveis e especlficos, que sirvam 
para a pesquisa de anticorpos, quando fixados a suportes iner- 
tes, ou para a pesquisa de antlgenos circulantes, se utilizados 
na produ^ao de anticorpos monoclonais. Ensaios com base 
na imunoprecipita^ao de antlgenos proteicos marcados com 
substancias radioativas e eletroforese tem fornecido resulta¬ 
dos altamente especlficos e senslveis, abrindo a possibilidade 
de estudos sobre a composi^ao imunoqurmica do parasito, na 
busca de uma fra^ao antigenica que possa servir como antlgeno 
de referenda para a padroniza 9 ao de um teste confirmatorio 
da infec^ao chagasica com resultado sorologico duvidoso. 

Stolf (1992) definiu como antlgeno ideal aquele que deveria 
estar presente em to das as cep as isoladas de diferentes areas 
endemicas, nao estar presente em outros agentes etiologicos 
de doen^as infecciosas e parasitarias, ser altamente imuno- 
genico, estavel e facilmente obtido para utiliza^ao em testes 
sorologicos. 

A seguir, faremos uma analise dos diferentes testes sorologi¬ 
cos utilizados no diagnostico da doen^a de Chagas, lembrando 
que, ao diluir as amostras de soros e quantificar os resultados 
obtidos, observa-se imbrica^ao nas curvas de reatividade de 
populates doentes e nao doentes para os diferentes testes 


sorologicos, devido a present de anticorpos de grupo contra 
uma infinidade de determinantes antigenicos presentes geral- 
mente em soros provenientes de populates de baixo nlvel 
socioeconomico, expostas a multiplas infec^oes. Mudando-se 
o limiar de reatividade do teste, cut-off, obtem-se Indices de 
maxima sensibilidade ou de maxima especificidade que sao 
utilizados de acordo com as aplica^oes praticas de cada teste. 
Assim, nos bancos de sangue, como sao necessarios testes de 
maxima sensibilidade, trabalha-se com limiares de reativi¬ 
dade baixos; e nos laboratories cllnicos, nos quais o resultado 
e utilizado para confirmar os achados cllnicos dos pacientes 
ou para seguimento da terapeutica instituida, sao empregados 
testes de maxima especificidade, o que se consegue aumen- 
tando o limiar de reatividade. 

No ponto de encontro das curvas de reatividade existe um 
compromisso assumido para os valores de maxima sensibili¬ 
dade e especificidade do teste. 

Fixatfo do complemento 

Introduzida por Guerreiro e Machado em 1913, a rea^ao 
de fixa^ao do complemento apresenta hoje valor apenas his- 
torico, embora existam centros especializados que se utilizam 
desse teste para fins de diagnostico e triagem de doadores 
em bancos de sangue. A complexidade da tecnica, associada 
a niveis baixos de sensibilidade e especificidade em relaqao a 
outros testes sorologicos, requer a padronizaqao diaria de seus 
componentes - antlgeno, sistema hemolitico e complemento - 
o que influi na reprodutibilidade dos resultados do teste entre 
diferentes laboratories. 

Dos diferentes extratos antigenicos estudados, melhores 
resultados foram obtidos com o tratamento dos parasito s com 
benzeno/cloroformio, benzeno, eter/cloroformio e metanol. 

Garcia et at, trabalhando com um extrato antigenico 
obtido por extra^ao alcoolica, descreveram um novo teste de 
fixa 9 ao do complemento, com 92% de sensibilidade, 99% de 
especificidade e 97% de precisao e recomendaram sua utili- 
za^ao em laboratories de pequeno porte em regioes de baixo 
poder aquisitivo. 

Precipita^ao 

As variaveis tecnicas do teste de precipita^ao, embora alta¬ 
mente especificas, sao pouco senslveis para fins diagnosticos. 
Destacamos sua utiliza^ao para a pesquisa dos diferentes com¬ 
ponentes antigenicos de T. cruzi. 

A contraimunoeletroforese tem sido utilizada por dife¬ 
rentes autores para diagnostico e inqueritos epidemiologicos. 
Breniere et al. (1987), utilizando um imunossoro preparado 
em coelhos contra o antlgeno conhecido como “fra^ao cinco” 
de T. cruzi , obtiveram 85% de sensibilidade e 100% de especi¬ 
ficidade, mesmo na presen^a de soros de pacientes com leish- 
manioses. 

Requejo et al. (1991) padronizaram e avaliaram o teste 
DIG-ELISA, associa^ao do teste imunoenzimatico com a difu- 
sao em gel de agar. Encontraram elevados indices de sensibili¬ 
dade e especificidade e recomendaram o teste para triagem de 
pacientes chagasicos e para inqueritos epidemiologicos. Novas 
avalia^oes em diferentes centros deverao ser feitas para valida- 
^ao do teste. 

Aglutina0o 

As principals variaveis tecnicas do teste de aglutina^ao, a 
direta e a indireta (hemaglutina^ao e aglutina^ao de particulas 
de latex), t6m sido amplamente utilizadas no diagnostico da 
doen^a de Chagas. 
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Aglutinagao direta 

Varios autores descreveram a utiliza^ao da rea^ao de aglu- 
tina^ao direta de parasitos e compararam os resultados com o 
teste de imunofluorescencia. 

Vattuone e Yanowsky (1971), utilizando uma suspensao de 
formas epimastigotas de T. cruzi, tratadas com enzimas e fixa- 
das pelo formol, obtiveram boa sensibilidade na detec^ao de 
anticorpos na fase aguda da doen^a de Chagas. 

Harith et al. (1987) padronizaram o teste de micro agluti- 
na^ao de formas epimastigotas de T. cruzi, tratadas com trip- 
sina e coradas pelo Coomasie-Blue. O tratamento dos soros 
com 2-mercaptoetanol foi fundamental para a elimina^ao de 
anticorpos inespecificos presentes em baixos titulos e pesquisa 
de anticorpos especificos. Obtiveram altos indices de sensibi- 
lidade e especificidade. 

Fator limitante no teste de aglutina^ao direta 6 o custo elevado 
pela quantidade de parasitos necessaria para o preparo da sus¬ 
pensao antigenica e a fragil estabilidade do produto final obtido. 

Hemaglutina^ao 

Trata-se de um teste amplamente utilizado para fins de diag¬ 
nostic, triagem e inqueritos soroepidemiologicos. Hemacias de 
mamiferos ou de aves previamente tratadas por aldeidos, como 
o formol, sao sensibilizadas com componentes antigenicos de 
T. cruzi, parcialmente ou totalmente solubilizados. O produto 
liofilizado ou em suspensao apresenta excelente estabilidade, 
por Jongo periodo de tempo, mesmo em condi^oes adversas 
de armazenagem e temperatura. O teste quantitative ou quali¬ 
tative e feito em placas plasticas, normalmente utilizadas para 
microtitula^ao. Hemacias frescas, nao tratadas com aldeidos, 
apresentam boa sensibilidade, quando sensibilizadas, na detec- 
^ao de anticorpos anti- T. cruzi, porem apresentam baixa estabi¬ 
lidade, mesmo quando conservadas em baixas temperaturas. 

Diferentes extratos antigenicos de T. cruzi tern sido uti- 
lizados para sensibilizar as hemacias. O extrato antigenico 
alcalino, obtido por digestao dos parasitos com hidroxido 
de sodio, e o extrato obtido por sonica<;ao de parasitos com 
soluqao tamponada de fosfatos sao os que apresentam melhor 
desempenho na sorologia da doenqa de Chagas. O tratamento 
previo dos soros com 2-mercaptoetanol aumenta a especifici¬ 
dade do teste. 

O teste de hemaglutina^ao foi testado por Neal e Miles (1970), 
utilizando a cepa Y cultivada em meio de liver infusion triptase 
(LIT), em eluatos de sangue coletado em papel de filtro, de popu¬ 
lates de diferentes paises da America Latina. Nao foram obser- 
vadas diferen^as regionais na resposta de anticorpos, dando a 
entender que o somatorio de epitopos antigenicos presentes no 
parasito compensa eventuais varia^oes antigenicas regionais. 

O teste de hemaglutinanao e recomendado para triagem de 
do adores de sangue por ser pratico, de facil manipulanao e de 
baixo custo. O limiar de realividade do teste deve ser deter- 
minado para cada servi^o, principalmente em laboratories 
de bancos de sangue que necessitam de testes com maxima 
sensibilidade. Atualmente, existem no mercado brasileiro kits 
bem padronizados de diferentes procedencias, que atendem as 
exigencias estipuladas pelas normas tecnicas do Ministerio da 
Saude, conforme dados publicados apos reuniao patrocinada 
pelo Ministerio. 

Aten^ao especial deve ser dada a varios fatores que levam 
a falsos resultados positivos ou negativos nos testes de hema- 
glutina^ao: 

■ Estado de conservanao dos microdiluidores em analises 

manuais ou automatizadas 


■ Placas com cargas eletrostaticas 

■ Homogeneizaqao inadequada da placa 

■ Incub an ao das placas em baixas temperaturas 

■ Locais inadequados sujeitos a interferencias ou vibrates 

■ Armazenagem indevida dos reagentes 

* Soros com anticorpos de reaches cruzadas (soros de pacien- 

tes com leishmanioses). 

Aglutinagao do latex 

Muito promissor, o teste de aglutina^ao de particulas de 
latex foi lan^ado no mercado brasileiro sem o cuidado de 
padronizaqao adequada. Falsos resultados positivos e negati¬ 
vos foram encontrados, e a ausencia de reprodutibilidade de 
diferentes lotes fez com que a empresa responsavel pela sua 
produto retirasse o reagente do mercado. Atualmente, com a 
possibilidade de ligates covalentes entre componentes anti¬ 
genicos de T. cruzi , obtido s por recombina^ao ou sintese e 
radicais quimicos inseridos nas particulas de latex, abrem-se 
novas perspectivas de obtennao de um reagente reprodutivel, 
estavel, pratico, de baixo custo e que forneqa indices confiaveis 
de sensibilidade e especificidade. 

Imunofluorescencia 

O teste de imunofluorescencia indireto normalmente e 
feito com formas epimastigotas de T. cruzi , cepa Y, obtidas 
a partir de cultura em meio de LIT. Os tripanossomos for- 
molizados sao fixados em laminas de vidro e incub ados com 
o soro diluido, por 30 min, a 37°C. Apos lavagens, as lami¬ 
nas sao incubadas com conjugado fluorescente (soro de car- 
neiro ou cabra anti-IgG ou anti-IgM humanas marcado com 
isotiocianato de fluoresceina). Apos incuba^ao e lavagens, o 
preparado e analisado por microscopia de fluorescencia. O 
teste de imunofluorescencia para pesquisa de anticorpos IgG 
anti - T. cruzi tern sido considerado como teste de referenda na 
sorologia da doen^a de Chagas. A pesquisa de anticorpos IgM 
anti-T. cruzi tern valor significativo no diagnostico da doen^a 
aguda. 

Diferen^as antigenicas sao observadas nos diferentes esta- 
gios evolutivos de T. cruzi. Camargo (1988) encontrou titu¬ 
los de anticorpos mais elevados com formas tripomastigotas 
do que com formas epimastigotas. Primavera et al. (1988) 
compararam formas epimastigotas com formas amastigo- 
tas e tripomastigotas de T. cruzi. Concluiram que as formas 
amastigotas sao mais reativas para detec^ao de anticorpos 
IgA anti-T. cruzi, principalmente em pacientes com a forma 
digestiva da doen$a. Esse achado foi importante para corro- 
borar as observances feitas por Luquetti et al., que encontra- 
ram casos de pacientes chagasicos, confirmados pelo xeno- 
diagnostico, com falsos resultados negativos na pesquisa de 
anticorpos IgG anti-T. cruzi, utilizando formas epimasti¬ 
gotas fixadas em laminas de microscopia. Por serem muito 
reativas, as formas amastigotas podem apresentar resultados 
falso-positivos. Por isso, deve ser dada atennao especial ao 
limiar de reatividade do teste. 

Levy (1991) padronizou o teste de imunofluorescencia 
in situ com formas tripomastigotas para detectar epitopos 
de membrana. O teste mostrou-se util para o acompanha- 
mento das infecnoes persistentes, substituindo a rea^ao de lise 
mediada por complemento com vantagens. 

Diferentes fatores podem influenciar o resultado do teste 
de imunofluorescencia - a qualidade da microscopia de fluo- 
rescencia e dos antigenos utilizados, a diluinao correta do con¬ 
jugado fluorescente e o criterio de leitura dos preparados obti- 
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dos sao os principals e devem ser rigorosamente padronizados 
para obtengao de resultados confiaveis. Para se considerar uma 
reagao positiva e necessario que toda a parede celular do para- 
sito esteja fluorescente. Fluorescencia pontilhada ao longo da 
parede pode significar que os parasitos estejam em processo 
de deterioragao por umidade residual. Fluorescencia de corpo 
indica uma reagao inespecifica principalmente relacionada 
com a presenga de outras patologias e anticorpos naturais. 

Em relagao ao limiar de reatividade do teste, na triagem 
sorologica em bancos de sangue, tern sido recomendados 1:20 
e 1:40. Alguns servigos utilizam limiares mais baixos, o que 
contribui para o aparecimento de resultados falso-positivos. 
Cuidados adicionais, como o acompanhamento clinico dos 
doadores soropositivos, sem antecedentes chagasicos, tern sido 
recomendados para definigao do verdadeiro quadro clinico do 
doador e evitar a sua marginalizagao pela sociedade. 

Em laboratories clinicos normalmente o limiar de reativi¬ 
dade utilizado e 1:40 para a pesquisa de anticorpos IgG anti- T. 
cruzi. A Figura 22.4 mostra reagoes positiva e negativa de 
imunofluorescencia indireta para anticorpos anti- T. cruzi com 
antigenos das formas epimastigota e amastigota. 

Enzimaimunoensaio 

Ferreira, etal. (1975) descreveram a padronizagao e utiliza- 
gao do teste de imunoperoxidase no diagnostico da doenga de 
Chagas, utilizando formas epimastigotas de T. cruzi , formo- 
lizadas e fixadas em laminas de microscopia como antigeno 
e conjugado enzimatico (soro de carneiro ou cabra anti-IgG 
humana conjugado a peroxidase). Apos incubagao com soro 
diluido e conjugado, o complexo e revelado com substrata 
e doador de hidrogenio. O teste padronizado apresentou a 
mesma sensibilidade e especificidade observadas para o teste 
de imunofluorescencia indireta. O aspecto pratico e que a colo- 
ragao resultante pode ser visualizada por microscopia optica 


comum, o que reduz consideravelmente o custo do teste. Por 
ser manual e de leitura subjetiva, o teste foi substituido por 
sistemas automatizados. 

Voller et al. (1975) descreveram o teste imunoenzimatico 
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) para o diagnos¬ 
tico da doenga de Chagas. O teste foi padronizado em placas 
de microtitulagao, com componentes antigenicos soluveis de 
T, cruzi previamente adsorvidos. Apos incubagao com soro 
e conjugado enzimatico, a reagao e revelada com substrata e 
doador de hidrogenio que libera cor no sobrenadante. A inten- 
sidade da colora^ao, proporcional a quantidade de anticorpos 
presentes na amostra, e avaliada por espectrofotometria. 

O teste imunoenzimatico padronizado abriu amplas pers- 
pectivas na sorologia da doenqa de Chagas, por ser sensivel, 
especifico, com leitura objetiva e passfvel de automaqao. A pos- 
sibilidade de utilizar fra^oes antigenicas definidas, obtidas por 
processos fisicos e quimicos, sintese ou biologia molecular, e 
um objetivo que esta sendo investigado por diferentes pesqui- 
sadores em diferentes partes do mundo. A exemplo do teste de 
hemaglutina^ao, existem reagentes no mercado bem padroni¬ 
zados, para serem usados principalmente na triagem de doa¬ 
dores de sangue. Oelemann et al (1999) fizeram um estudo 
para avaliar o desempenho de diferentes reagentes comerciais. 
Mostraram que, dependendo da area onde as amostras de san¬ 
gue foram coletadas, a especificidade dos reagentes variou de 
93,3 a 100%, a sensibilidade de 97,7 a 100% e a precisao de 93,6 
a 100%. Nenhum dos reagentes comerciais apresentou indice 
de 100% para os parametros avaliados. 

Uma das aplica^oes do teste imunoenzimatico e a possibilidade 
da utiliza^ao de antigenos recombinantes ou peptidios sinteticos 
fixados na superficie de placas de microtitula^ao. Essa possibili¬ 
dade podera se tornar uma ferramenta importante no aprimora- 
mento do diagnostico sorologico da doen^a de Ch^as. Umezawa 
et al. (1999) testaram seis antigenos recombinantes no teste 



Figura 22.4 Imunofluorescencia indireta para deteegao de anticorpos anti -Trypanosoma cruzi. A. Reagao positiva utilizando como antigeno T. 
cruzi na forma epimastigota. B. Reagao negativa utilizando como antigeno T. cruzi na forma epimastigota. C. Reagao positiva utilizando como 
antigeno T. cruzi na forma amastigota. 
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imunoenzimatico: H49, JL7, JL8, B13, A13 e 1F8 em 541 amos¬ 
tras de soros (304 de pacientes chagasicos e 237 amostras de indi¬ 
viduos nao chagasicos) provenientes de nove palses: Argentina, 
Brasil, Bolivia, Chile, Colombia, El Salvador, Venezuela, 
Guatemala e Honduras. A sensibilidade do ensaio variou de 93,4 
a 99%, e a especificidade foi de aproximadamente 96%. Nesse 
estudo, usando formas epimastigotas do parasito, obteve sensibi¬ 
lidade de 100% e especificidade de 84%. Foi sugerido que a asso- 
cia^ao de diferentes antigenos recombinantes poderia fomecer 
indices maximos de sensibilidade e especificidade, fato que pre- 
cisa ser muito bem estudado. Por existirem no mercado kits bem 
padronizados com alta sensibilidade e especificidade superior a 
99%, o Ministerio da Saude do Brasil publicou, em 2003, portaria 
normatizando a triagem em bancos de sangue e adotando como 
unico teste de triagem o ELISA, de alta sensibilidade. 

Testes rapidos | Imunocromatograficos 

A introdu^ao dos testes imunocromatograficos na sorologia 
da doen<;a de Chagas apresenta real importancia quando se pensa 
que a patologia esta disseminadapelo mundo e em locais de difi- 
cil acesso a medicina convencional. Testes imunocromatografi¬ 
cos com antigenos bem definidos estao sendo desenvolvidos por 
muitas empresas de biotecnologia e avaliados pela Organ iza^ao 
Mundial da Saude para serem registrados e comercializados 
em diferentes paises. Dentre as principals vantagens dos testes 
rapidos, destacam-se: facilidade de manuseio, uso individual, 
rapidez, armazenamento a temperatura ambiente, mesmo em 
conduces adversas, dispensa de equipamentos e possibilidade 
de ser feito em qualquer lugar, mesmo em locais remotos sem 
energia eletrica ou distantes de servi^os de saude. Dentre as 
desvantagens dos testes imunocromatograficos, destacam-se; o 
custo relativo por teste, a indefini^ao dos antigenos utilizados no 
suporte inerte, leitura subjetiva em soros de baixa reatividade, 
ausencia de reprodutibilidade quando diferentes lotes sao produ- 
zidos em larga escala. Como o objetivo do teste e a sua utiiiza^ao 
na identifica^ao de casos suspeitos ou na busca de casos ocultos 
em diversas partes do mundo, acredita-se que, com a participa- 
<pio de empresas de grande porte, em pouco tempo havera no 
mercado produtos que atendam as exigencias da sorologia em 
rela^ao a sensibilidade, a especificidade e a reprodutibilidade. 

Western blotting como metodo suplementar para confirmar a 
present de anticorpos (gG anti-T. cruzi 

Diferentes laboratories do mundo estao pesquisando um 
metodo que seja confirmatorio da infeeqao chagasica. Dos dife¬ 
rentes procedimentos que estao sendo apresentados, o descrito 
por Umezawa et al (1996) parece o mais realista para ser utili - 
zado no diagnostico da doen^a de Chagas. O metodo denomi- 
nado Tesa blot e um Western blotting feito a partir de antigenos 
de secre<;ao e excre^ao de formas tripomastigotas de T. cruzi. 
Trabalhando com amostras de sangue de pacientes chagasicos, 
formas congenita, aguda e cronica e de individuos nao chaga¬ 
sicos, os pesquisadores encontraram 100% de sensibilidade e 
especificidade. O metodo tambem mostrou que, apos a corrida 
eletroforetica e transference para fitas de nitroceluiose, os soros 
de pacientes cronicos e agudos reconhecem bandas diferentes. 
Na nossa experience, o metodo foi capaz de resolver 80% dos 
casos considerados inconclusivos pela sorologia convencio¬ 
nal (dados nao publicados). Frade AF et al. (2010) utilizaram 
o metodo para confirmar a presen^a de anticorpos IgG anti- T. 
cruzi em amostras de sangue colhidas em papel de filtro, como 
parte do inquerito sorologico realizado no Brasil entre 2002 e 
2007 para conhecimento da prevalence sorologica de anticor¬ 
pos em crian^as de zero a 5 anos de todo o territorio nacional. 


Recentemente, o Western blotting foi registrado na Anvisa 
com a denomina^ao TESAcruzi, por bioMerieux Brasil, como 
metodo suplementar para confirmar a presen^a de anticorpos 
IgG anti-T. cruzi obtidos por testes convencionais, para ser 
comercializado no mercado nacional. 

Metodos para detec^ao de antigenos em fluidos biologicos 

A detec ^ao de antigenos de T. cruzi em fluidos biologicos 
apresenta enorme interesse na confirma^ao da infec^ao, princi- 
palmente quando os testes sorologicos e os metodos parasito 16- 
gicos sao negativos. Testes de precipita^ao, contraimunoeletro- 
forese ou imunodifusao apresentaram sensibilidade limitada, 
mas mostraram-se altamente especificos, abrindo perspectivas 
para o diagnostico confirmatorio e prognostico da doen$a. Os 
testes imunoenzimaticos de competi^ao - ou duplo anticorpo - 
tem-se mostrado uteis na detec^ao de componentes antigenicos 
no sangue ou na urina, nao apenas para o diagnostico confirma¬ 
torio, mas tambem para a avalia^ao de substances antiparasita- 
rias. Alguns autores acreditam na importancia da detec^ao de 
antigenos na urina para o diagnostico da doen^a congenita. 

Katzin et al. (1989) descreveram um teste de aglutina^ao 
rapida para pesquisa de antigenos em pacientes cronicos. Soro 
de cavalo anti-T. cruzi ligado a micelas de nitroceluiose reage 
com pequenas concentrates de antigenos presentes nos flui¬ 
dos biologicos. Embora tenha sido encontrada elevada sensi¬ 
bilidade, melhores avalia^oes sao necessarias. 

Umezawa etal (1993), utilizando um anticorpo monoespe- 
cifico contra o recombinante antigenico H49 em teste imuno¬ 
enzimatico e Western blotting , detectaram antigenos de 150 a 
160 kDa em 60% das urinas de chagasicos cronicos. Nao foram 
observadas rea^oes inespecificas com urinas de individuos - 
controle. Os autores discutem a possibilidade de correlacionar 
a presen^a desses antigenos a infec<pao ativa e suscetibilidade 
terapeutica, bem como a utiliza^ao do teste nos casos em que 
ocorrerem divergencias dos resultados sorologicos. 

► Padroniza^ao do diagnostico de 
laboratorio da doen^a de Chagas 

A maior dificuldade na padroniza^ao do diagnostico labo- 
ratorial da doen^a de Chagas esta na caracteristica individual 
dos testes utilizados para fins diagnosticos, pela possibili¬ 
dade de falsos resultados positivos ou negativos. Nesse sen- 
tido, o Ministerio da Saude determinou em norma tecnica de 
1987 para os bancos de sangue a obrigatoriedade da execuqao 
de dois testes sorologicos de principios diferentes na triagem 
dos doadores para doen^a de Chagas. 

Durante muitos anos, os testes de hemaglutina<;ao e imu- 
nofluorescencia foram utilizados com sucesso para atender a 
norma do Ministerio da Saude. Quando sao utilizados reagentes 
labricados por empresas especializadas, poucos problemas sao 
observados, e o risco de contamina^ao por transfusao e prati- 
camente nulo. O problema ocorre quando sao fabricados rea¬ 
gentes sem o conhecimento de scalling up, principalmenie em 
laboratorios de pesquisa, onde a reprodutibilidade de resultados 
dos diferentes lotes do reagente e prejudicada pelo desconheci- 
mento e pela falta de padroniza^ao das etapas da produ^ao. 

Atualmente, o teste imunoenzimatico tern sido usado com van¬ 
tagens nos laboratorios dos bancos de sangue, principalmente pela 
possibilidade de automa^ao, o que limita os riscos de contamina- 
^ao e agiiiza a obten^ao do resultado final, i 'rros humanos tambem 
sao evitados pelo uso de sistemas totalmente automatizados. 
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Muitos laboratorios de bancos de sangue tem associado os testes 
de hemaglutina^ao e imunoenzimaticos na triagem inicial dos doa- 
dores, e os resultados discordantes sao confirmados por imunofluo- 
resceneia indiieta, alem da repeti<~ao dos testes mencionados. 

Uma sugestao as normas tecnicas que tem sido discutida 
atualmente e a possibilidade de utilizar, na rotina dos bancos 
de sangue, testes imunoenzimaticos com placas plasticas sen- 
sibilizadas com antigenos recombinantes ou sinteticos e com 
antigeno total do parasito. Com esse procedimento, os resulta¬ 
dos teriam a especificidade definida pelos antigenos recombi¬ 
nantes e a sensibilidade definida pelo antigeno total. 

A partir de 2003, os bancos de sangue, com base em norma 
tecnica do Ministerio da Saude, passaram a realizar um unico 
teste para a triagem da doen^a de Chagas. A norma informa 
que os bancos de sangue deverao utilizar um teste imunoenzi- 
matico de alta sensibilidade. 

Um Western blotting como teste suplementar de uma sorologia 
positiva ou incondusiva seria desejado. O TESAcruzi, conforme 
discutido anteriormente, por trabalhar com antigenos mais sim¬ 
ples em faixa de gel bem caracterizada, parece ser uma boa alter- 
nativa para o diagnostico confirmatorio da doen^a de Chagas. 

Em 2005, o Ministerio da Saude convocou uma reuniao 
com mais de 40 pesquisadores especialistas em doen^a de 
Chagas para que se estabelecesse um consenso global sobre a 
patologia. No grupo de trabalho de diagnostico foram suge- 
ridos algoritmos para serem aplicados tanto na preven^ao da 
doen^a congenita como no diagnostico individual. As resolu- 
^oes do consenso foram publicadas na Revista da Sociedade 
Brasileira de Medicina Tropical. Em 2010, foi feita uma revisao 
do consenso para ser adotado pelo Ministerio da Saude. 
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► Introdigao 

Leishmanioses sao antropozoonoses causadas por 
protozoarios do genero Leishmania. As formas visceral, cuta¬ 
nea e mucosa das leishmanioses resultam principalmente do 
tropismo das especies por determinados sitios do organismo, 
mas tambem decorrem da intera^ao entre a resposta imune 
do hospedeiro e o parasito. O genero Leishmania e dividido 
em dois subgeneros: o Leishmania , que contem as principals 
especies causadoras da leishmaniose visceral; e o Viannia, com 
as principals especies causadoras da forma tegumentar. 

As especies envolvidas na etiologia da leishmaniose vis¬ 
ceral humana (LVH) (tambem denominada calazar) no 
Velho Mundo sao a Leishmania (L.) infantum , na regiao do 
Mediterraneo, Asia, China e norte da Africa, e a L. (L.) dono- 
vani no Sudao, India, Bangladesh, Paquistao e Nepal. No Novo 
Mundo, a L, (L.) chagasi e a mais frequente causa da doen^a. 
Alguns pesquisadores consideram a L. (L.) chagasi bastante 
semelhante a L. (L.) infantum e questionam sua classifica^ao 
separada. 

No Brasil, seis especies sao consideradas causadoras de 
leishmaniose tegumentar americana (LTA). Cinco perten- 
cem ao subgenero Viannia: Leishmania (V.) braziliensis, L. 
(V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. ( V.) shawii. 
Destas, a L, (V.) braziliensis e a principal, apresentando distri- 
bui^ao em todo territorio nacional. Na Regiao Norte do pais 
(Amazonas, Para, Amapa e Roraima), as demais especies sao 
tambem reconhecidas e com frequencia variavel. A represen- 
tante do subgenero Leishmania com etiologia da L'IA e a L. 
(L.) amazonensis, encontrada principalmente na bacia amazo- 
nica. Esta ultima especie de leishmania nao e habitualmente 
viscerotropica, mas, eventualmente, pode causar formas vis- 
cerais conforme a capacidade de o sistema imune hospedeiro 
interagir com o parasito. 

Os estudos sobre imunopatogenia das leishmanioses 
contribuiram tanto para a compreensao do espectro clinico de 
apresenta^ao da doent^a como para o aprimoramento dos tes¬ 
tes empregados no seu diagnostico. A resposta imune mediada 
por celulas T tern sido classificada principalmente em dois 
fenotipos: tipo 1 (Th 1 ) ou tipo 2 (Th 2 ). O fenotipo tipo 2 esta 
mais associado a imunidade humoral, enquanto o tipo 1 , a 
imunidade celular. Aplicando tal conceito as leishmanioses, 
constatou-se que as manifesta^oes clinicas sao intrinsecamente 
dependentes do tipo de resposta imunologica expressa pelo 
individuo infectado. De modo geral, os casos de leishmaniose 
visceral classica ou de leishmaniose cutanea difusa ocorrem 
naqueles individuos em cuja resposta imunologica predomina 
o componente tipo 2. Nesses casos, observa-se diminui^ao 
significativa na resposta imune celular efetora, com redu^ao 
na prolifera^ao de linfocitos T, decrescimo das citocinas 1L-2 
e IFN-'y, predominance de IL-4, IL-5, IL- 6 , IL -10 e ativa^ao 
policlonal dos linfocitos B. Essa ultima seria responsavel pela 
alta produ^ao de imunoglobulinas, as quais sao incapazes de 
eliminar a doenca. Ja os individuos com predominio do com¬ 
ponente tipo 1 conseguiriam limitar a doen^a, por elaborarem 
uma resposta celular efetiva, levando ao abortamento da infec- 
<^ao, conforme visto nas formas assintomaticas ou oligossin- 
tomaticas da leishmaniose visceral e na leishmaniose cutanea 
localizada. As principais linfocinas associadas a esse controle 
sao IL- 2 , IFN -7 e 1L-12, juntamente com a a<;ao dos linfocitos 
T CD4 + e CD 8 \ A capacidade do individuo de montar sua 
resposta imunologica protetora e influenciada por diversos 
fatores, como os ambientais, nutricionais e geneticos. 


As areas endemicas de leishmanioses sao ffequentemente 
superpostas a areas endemicas de outras doen^as tropicais. 
Destacam-se como diagnosticos diferenciais da leishmaniose vis¬ 
ceral: malaria, tuberculose, histoplasmose disseminada, esquistos- 
somose, enterobacteriose septicemica prolongada, dentre outras 
causas i nfecciosas. Ademais, cumpre ressaltar outras doen^as nao 
infecciosas que curs am com hepatoesplenomegalia febril, tais 
como as leucemias e linfomas. Para a apresenta^ao tegumentar da 
doen^a, os principais diagnosticos diferenciais devem ser feitos 
com infec^oes fungicas, bacterianas, inflamatdrias e neoplasicas, 
sobretudo com esporotricose, impetigo, paracoccidioidomicose, 
carcinomas baso e espinocelular e ulcera angiodermica. Dessa 
maneira, casos suspeitos devem ser confirmados por meio de 
investiga^ao suplementar. A seguir serao detalhados os principais 
metodos empregados no diagnostico das leishmanioses. 

► Diagnostico da leishmaniose visceral 

a Diagnostico clinico e epidemiologico 

O diagnostico da leishmaniose visceral humana (LVH) 
pode se basear em achados clinicos, laboratoriais inespecifi- 
cos, rea^oes sorologicas e testes moleculares, porem, a confir- 
ma^ao da doen^a ocorre com a demonstra^ao do parasito. 

O primeiro passo da avalia^ao consiste em caracterizar a 
procedencia do individuo e, por conseguinte, a frequencia de 
casos de LVH no local de origem. No Brasil, houve um aumento 
progressive no numero de notifica^oes da doemja. No periodo 
de 1980 a 1990, a LVH havia sido registrada em 17 estados da 
federa^ao, atingindo 4 regioes do pais. Havia concentra^ao de 
casos no Nordeste, com 93 ,1 % das notifica^oes, sendo que ape- 
nas 4 estados apresentavam 77,2% dos casos (Bahia, Ceara, Piaui 
e Maranhao). Em contrapartida, de 2003 a 2007, 20 estados 
apresentaram notifica^ao de casos autoctones de LVH, quan- 
tificando media de 3.187 doentes/ano, com incidencia media 
de 2 casos/ 100.000 habitantes. iambem caiu a concentra^ao de 
casos na Regiao Nordeste para 62,5%, decorrente da expansao da 
doen^a nas Regioes Centro-Oeste, Norte e Sudeste, as quais pas- 
saram de 15 para 44% dos casos. Alem do aumento no numero 
de casos notificados, observou-se a crescente urbaniza^ao da 
doentja que tern ocorrido desde a decada de 1970. Chama aten- 
9 ao a ocorrencia de LVH em locais como Belo Horizonte (MG) 
e no estado de Sao Paulo, em areas estritamente urbanas. 

Com dados epidemiologicos compativeis, a apresenta^ao 
clinica pode direcionar ou nao para o diagnostico da doen^a. 

Clinicamente, a LVH caracteriza-se pela triade classica de 
esplenomegalia, febre e palidez cutaneomucosa. A doen^a, 
em sua tipica apresenta^ao, tern periodo de incuba^ao pro- 
longado (2 a 8 meses), instalando-se progressivamente. O 
periodo inicial pode ser insidioso, marcado por febre baixa 
(ate 38,5°C), perda do apetite, astenia e palidez progressiva, 
com possivel esplenomegalia discreta. No periodo de estado, 
verifica-se persistencia da febre, com instala^ao com pi eta dos 
sintomas de astenia, emagrecimento, palidez cutaneomucosa 
e hepatoesplenomegalia. Alguns individuos apresentam sinais 
de hemorragia, sendo a epistaxe o mais comum, seguida de 
gengivorragia e petequias, Finalmente, sem interven^ao, a 
doen^a evolui para o periodo final, quando o paciente apre- 
senta caquexia, anasarca e agravamento dos sinais e sintomas 
descritos. E frequente o surgimento de complica^oes bacteria¬ 
nas graves no paciente, como pneumonia e sepse, o que pode 
leva-lo ao obito. 
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Quanto aos achados laboratoriais inespecificos para o diag¬ 
nostico da leishmaniose visceral, observa-se pancitopenia. A 
anemia tende a ser normocitica/normocromica, e a leucopenia 
ocorre principalmente devido a neutropenia, com frequente 
eosinopenia e linfocitose relativa. Observa-se hipoalbuminemia 
possivelmente multifatorial, como pelo consumo, deposito de 
imunocomplexos e acometimento hepatico, havendo inversao 
da rela^ao albumina/globulina. Sobre o sistema de coagula^ao, 
sao relatados, alem da plaquetopenia, aumento do tempo de 
protrombina. As enzimas hepaticas podem estar discretamente 
elevadas em alguns casos, bem como os niveis de bilirrubina, 
altera^oes associadas a evolu^ao mais grave do caso. 

- Diagnostico parasitologico 

Os quadros clinico e laboratorial descritos, embora suges- 
tivos, nao sao suficientes para uma defini^ao diagnostica ade- 
quada. Alguns exames complementares tern o proposito de 
encontrar o parasito com a pun^ao de medula ossea ou esple- 
nica que, associada a avalia^ao anatomopatologica do material, 
permite a visualiza^ao da Leishmania em cerca de 70 a 100% 
dos casos. A colora^ao mais frequentemente empregada para 
essa avalia^ao e o Giemsa (Figura 23.1). Obviamente, esses 
metodos dependem de um procedimento invasivo, o qual 
deve ser realizado por profissionais devidamente treinados. Os 
isolamentos por cultura do aspirado de medula ou do aspirado 
esplenico em meio NNN (Novy e McNeal modificado por 
Nicolle), LIT ou Schneider e a inocula^ao em hamsters bus- 
cam recuperar os parasitos viaveis. Entretanto, nem sempre se 
observa positividade, alem da inconveniente demora para o 
crescimento e a identificaqao do protozoario. 

A biologia molecular ganhou espa^o progressivo no campo 
de diagnostico das leishmanioses. A rea^ao em cadeia da poli- 
merase (PCR) e considerada um metodo indireto de avalia- 
9 ao de ocorrencia do parasito, ja que identificaria o DNA da 
Leishmania. Ha varios formatos distintos de execu^ao, os quais 
demandam variavel complexidade de suporte laboratorial. Os 
ensaios de PCR convencional sao os mais empregados nos casos 
de LVH, podendo ser realizada em sangue periferico, mas sao 



Figura 23.1 Esfrega^ode medula ossea contendo varias formas amas- 
tigotas de Leishmania. Cortesia do Prof. Luis Eduardo Ramirez. 


observados melhores resultados quando sao empregados aspi- 
rados de medula ossea ou esplenico. Alguns estudos demons- 
traram que tal tecnica apresenta sensibilidade e especificidade 
variaveis, podendo chegar a quase 100% no diagnostico dos 
casos humanos sintomaticos. Nos individuos imunossupri- 
midos, especialmente em portadores de AIDS, o diagnostico 
da LVH por metodos sorologicos tern apresentado resultados 
insatisfatorios e a PCR tern sido considerada uma boa alterna- 
tiva. O principal problema da PCR no diagnostico da LVH e a 
ausencia de estudos multicentricos que validem os protocolos 
in house desenvolvidos em diversos centros de pesquisa. 

- Diagnostico imunologico 

Tendo em vista a ativa^ao pohclonal de linfocitos B que 
ocorre nos casos classicos e o consequente aumento de imuno- 
globulinas reativas nesses pacientes, foram desenvolvidas rea¬ 
ches sorologicas para identificar os anticorpos sericos. Os pri- 
meiros metodos empregados foram bastante inespecificos e se 
baseavam na aglutina^ao de anticorpos do soro dos pacientes, 
decorrente do aumento das globulinas sericas (p. ex., rea^ao de 
Napier, formol-gel). Era necessario o desenvolvimento de tec- 
nicas que pudessem diferenciar os isotipos de imunoglobuli- 
nas, detectando anticorpos antileishmania. A rea^ao de fixa^ao 
de complemento tentou alcan^ar esse objetivo. Os antigenos 
empregados eram divididos em dois grupos: antigenos inespe¬ 
cificos, derivados de micobacterias, com boa positividade nos 
casos de calazar, mas que apresentavam grande percentual de 
rea^oes cruzadas com outras doen^as; antigenos extraidos da 
cultura de leishmanias, que apresentavam dificuldades no pre- 
paro de quantidades maiores do material, alem de nao terem 
evidenciado melhor desempenho em rela^ao aos inespecificos. 

Com os problemas referentes a aplicabilidade da fixa<;ao de 
complemento em areas endemicas com outras doen^as e em 
grande escala, essa tecnica foi progressivamente substituida 
pela rea^ao de imunofluorescencia indireta (IFI). Em 1964, 
Duxbury e Sadun e Shaw e Voller descreveram essa tecnica 
no diagnostico da leishmaniose visceral, demonstrando a boa 
sensibilidade do metodo. Nesses primeiros trabalhos, ja foram 
observados problemas quanto a especificidade, devido as rea 
<^oes cruzadas frequentes com doen^a de Chagas e leishma¬ 
niose mucosa, alem das ocasionais com malaria, esquistosso- 
mose e hanseniase. Seguiram-se estudos buscando aperfei^oar 
a tecnica por meio da adequa^ao do antigeno e dos valores 
de dilui^ao. A IFI foi entao padronizada e considerada como 
metodo convencional de diagnostico por apresentar alta sensi¬ 
bilidade, persistindo como boa alternativa ate hoje. Entretanto, 
a especificidade da tecnica nao alcan^ou igual desempenho, 
devido as rea^oes cruzadas, especialmente com doen^a de 
Chagas. Isso traz dificuldade diagnostica quando existe super- 
posi^ao das areas endemicas das duas doen^as. 

Buscando novas tecnicas para a sorologia, seguiram-se 
experimentos utilizando a ELISA (enzime-linked imunosor- 
bent assay ) com antigenos de promastigota L. (L.) donovani 
e, posteriormente, de L. ( L .) in fantum, que apresentaram alta 
positividade nos casos de calazar e baixo numero de rea^oes 
cruzadas com outras doen^as endemicas. Essa especificidade 
nao se confirmou em outros trabalhos, principalmente devido 
as rea^oes positivas com doenqa de Chagas e leishmaniose 
cutanea e mucosa, que ocorriam, em geral, com baixos titulos. 
Os problemas quanto a especificidade pareciam estar relacio- 
nados com a sele^ao da especie de Leishmania e com a pre- 
para^ao do antigeno para a rea^ao. Comparada com a IFI, a 
tecnica de ELISA apresentou sensibilidade semelhante, com 
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maior facilidade operacional. Assim, o metodo ELISA com 
antigeno de promastigota tambem foi considerado como bom 
metodo convencional, sendo aplicado para diagnostico da 
leishmaniose visceral em areas endemicas. Todavia, apresenta 
ainda limita^es quanto a sua especificidade. 

Nesse contexto, varios antlgenos tem sido propostos para 
uso da tecnica ELISA. O antlgeno K39 foi desenvolvido com 
o objetivo de aumentar a especificidade dos exames, sem per- 
der em sensibilidade. Recebeu a denomina^ao K39 por conter 
39 aminoacidos repetidos, os quais sao parte de uma proteina 
(cinesina), comum as leishmanias L. (L.) donovani e L. (L.) 
chagasi. O produto recombinante (rK39) foi empregado como 
antlgeno para a tecnica ELISA e tambem impregnado em fita 
imunocromatografica. Esses metodos exibiram sensibilidade e 
especificidade acima de 90% no diagnostico de LVH por diver- 
sos pesquisadores no Brasil, China, Sudao, Paquistao, Turquia 
e India. Entretanto, o desempenho do rK39 nao foi tao satis- 
fatorio em resultados obtidos no norte de Minas Gerais, com 
apenas 69,4% de sensibilidade na tecnica ELISA, e no Sudao, 
dois estudos mostraram 49% e 57% de sensibilidade no teste 
imunocromatografico. 

Na tentativa de padronizar um metodo sorologico que 
pudesse ser empregado com maior facilidade em areas ende¬ 
micas, foi desenvolvido o teste de aglutina^ao direta (DAT). 
Os pesquisadores envolvidos na padroniza^ao da tecnica 
caracterizaram-na como economica, de facil execu^ao e 
com resultados comparaveis aos tradicionais III e ELISA. 
Avalia^oes posteriores confirmaram o desempenho adequado 
do DAT no diagnostico de leishmaniose visceral, mas foram 
levantadas outras limita^oes, como a dura^ao da estabilidade 
do preparado antigenico e, por conseguinte, sua aplicabilidade 
em areas endemicas. Assim, os estudos realizados no sentido 
de melhorar a estabilidade antigenica resultaram no desenvol- 
vimento do antlgeno liofilizado, que nao necessitaria de refri- 
gera^ao e teria desempenho semelhante ao aquoso. Estudos 
recentes tem comparado o desempenho do DAT ao obtido 
com testes usando o rK39. No Brasil, pesquisadores padro- 
nizaram a produ^ao de antlgeno para o DAT obtido a par- 
tir de promastigotas de L. (L.) chagasi , alcan^ando resultados 
promissores. 

Dentre os metodos para detec^ao de anticorpos, tambem 
tem sido empregado o Western blotting (WB). Constatou-se 
grande numero de bandas superpostas era amostras de L. (L.) 
chagasi, L. (V.) braziliensis , L. (L.) amazonensi e Trypanosoma 
cruzi. Por conseguinte, varios pesos moleculares de antlgenos 
foram propostos para o diagnostico de infec^ao por leishma- 
nia. Para L. (L.) infantum os pesos moleculares mais emprega- 
dos foram os descritos por Mary et al de 14 kDa ou 16 kDa, 
mas tambem existem publica^oes evidenciando outros pesos 
com sensibilidade e especificidade adequadas, tais como 63 
kDa, 70 kDa e 94 kDa. 

A situa^ao nao e diferente com a L. (L.) chagasi , para a qual 
se observa ampla varia^ao de antlgenos reconhecidos como 
definidores. As primeiras describes enfocaram um anti- 
geno com peso de 63 kDa (provavelmente relacionado com a 
proteina de superficie da leishmania denominada GP63) che- 
gando a 100% de sensibilidade e especificidade no WB. Outros 
estudos, porem, nao demonstraram esse desempenho, sendo 
entao sugeridos outros pesos moleculares, como 30 kDa e 70 
kDa. Considerando as publica^oes revisadas ate o momento, 
observa-se que existem bandas predominates dependendo 
das especies, sem uniformidade entre elas, e que nao as dife- 
renciam. Dessa maneira, a aplicabilidade do WB tem sido res- 
trita ao campo da pesquisa. 


Mesmo com o avan^o na caracteriza^ao de novos antlgenos 
e na produ^ao de recombinantes, tem sido dificil a determi- 
na^ao da fase do processo infeccioso em que se encontra o 
individuo sorologicamente positivo. A presen^a de anticorpos 
antileishmania poderia indicar um contato antigo com o para- 
sito. Na tentativa de evidenciar infec^ao ativa, foram estuda- 
dos os antlgenos liberados por L. donovani em meio de cul- 
tura livre de proteinas. Os chamados “exoantigenos soluveis” 
(Ld-ESM) foram utilizados em ensaios com as tecnicas ELISA 
e WB para valida^ao com casos classicos de calazar e controles 
negativos, cujos resultados mostraram sensibilidade superior 
a 95% e especificidade de 100%. Ainda sao poucos os estudos 
publicados que empregam esse tipo de antlgeno. Os resultados 
iniciais mostraram bom desempenho do teste com exoanti¬ 
genos desse grupo, no entanto, nao foram reprodutiveis em 
novos lotes de kits produzidos comercialmente. 

A intradermorrea^ao de Montenegro (IDRM) avalia a hiper- 
sensibilidade cutanea tardia e depende da resposta imune celu- 
lar frente a antlgenos de Leishmania. Como essa resposta esta 
suprimida nos pacientes com leishmaniose visceral classica, 
tal rea^ao nao e util para o diagnostico da doen^a. Apos o tra- 
tamento, habitualmente a IDRM torna-se positiva, indicando 
uma recupera^ao da resposta imune celular do individuo. 

Segundo o Ministerio da Saude, os metodos de diagnostico 
recomendados na rotina sao os testes sorologicos IFI e ELISA 
com antlgenos de promastigota e a busca do parasite por meio 
da pun^ao de medula ossea. Como a pun^ao de medula e um 
procedimento medico, dificilmente realizado em areas ende¬ 
micas com poucos recursos, a sorologia tem sido o metodo 
complementar mais empregado na rotina diagnostics 

O Quadro 23.1 resume os achados de sensibilidade e espe¬ 
cificidade dos diferentes metodos diagnosticos para leishma¬ 
niose visceral. 

^ Diagnostico da leishmaniose 
tegumentar 

- Diagnostico dmico e epidemiologico 

O diagnostico da leishmaniose tegumentar americana 
(LTA) se baseia em criterios epidemiologicos, clinicos e labo- 
ratoriais. E fundamental determinar se o individuo e proce- 


Quadro 23.1 ■ Sensibilidade e espedficidade dos diferentes 
metodos diagnosticos para leishmaniose visceral. 



Sensibilidade 

Especificidade 

Exames parasitologicos 

Pesquisa direta 

60 a 95% 

100% 

Cultura 

66 a 78,4% 

100% 

Reagdes sorologkas 

IFI 

83,3 a 98% 

93 a 100% 

ELISAp 

50 a 100% 

75 a 100% 

ELISA rK39 

70 a 98% 

98 a 100% 

Teste rapido rK39 

80 a 100% 

49 a 100% 

DAT 

91 a 100% 

72 a 100% 

Metodos moleculares 

PCR 

70 a 96% 

99 a 100% 


ELJSAp= ELISA bruto de promastigota 
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dente de area endemica. A doen^a e registrada em todos os 
estados, sendo que no Norte e Nordeste sao notificados 80% 
dos casos. O padrao epidemiologico varia de acordo com a 
regiao, mas o processo de urbaniza^ao tern modificado o perfil 
de transmissao da tipicamente florestal para peridomestico e 
domestico. E importante a observaqao de animais com afec^ao 
de pele e comprometimento do estado geral, sobretudo os caes, 
pois constituem o principal reservatorio domestico da infec- 
9ao. A doenqa tern um periodo de evoluqao variavel, em geral 
de 1 a 3 meses, podendo chegar a 1 ano. Todas as especies der- 
motropicas de Leishmania causam leishmaniose cutanea (LC). 
A maioria dos pacientes apresenta lesao cutanea unica, geral- 
mente localizada em regioes descobertas do corpo. Entretanto, 
o paciente pode apresentar varias lesoes (geralmente 2 a 10), 
as quais podem evoluir mesmo com lesoes multiplas ou disse- 
minadas. A lesao ulcerada e a mais frequente, mas o aspecto 
dermatologico pode ser bastante variado e mesmo atipico. A 
evolu^ao tende a ser benigna e pode apresentar cura espon- 
tanea. Quando ha, concomitantemente, o acometimento de 
mucosa, denomina-se leishmaniose mucocutanea (EMC), 
apresenta^ao que se diferencia clinicamente da leishmaniose 
mucosa (LM). Cerca de 3 a 5% dos casos de infec^ao por 
Leishmania podem evoluir para a forma mucosa (LM), sendo 
esta primordialmente causada pela L . braziliensis. Essa forma 
surge, em media, ate 5 anos apos a infecqao inicial, aparente ou 
nao. A mucosa orofaringea e a mais frequentemente acome- 
tida. A evolu^ao e bem mais lenta que na LC, podendo levar 
a destrui^ao da face. A leishmaniose cutanea difusa (LCD) e 
uma apresenta^ao bastante rara, na qual os individuos para- 
sitados pela L. amazonensis desenvolvem lesoes multiplas, do 
tipo nodular, com riqueza parasitaria. 

Apresenta^oes clinicas pouco comuns podem decorrer 
da associa^ao com a infec^ao pelo HIV, como lesoes disse- 
minadas, localiza^oes atipicas, sindrome de recupera^ao 
imune-inflamatoria, acometimento visceral por especies 
dermotropicas e ate apresenta^oes dermatologicas por espe¬ 
cies viscerotropicas. Entretanto, mesmo na vigencia de imu- 
nossupressao grave, ha individuos que desenvolvem apresen- 
ta^oes clinicas tipicas. E recomendado oferecer a sorologia 
anti-HIV nos casos em que ha indicatives dessa associaqao. 
As recidivas e a resistencia ao tratamento sao frequentes. 
Embora a introdu^ao dos antirretrovirais tenha modificado 
a historia natural da doen^a, ainda e crescente o numero de 
casos que tern sido registrados. 

Atualmente, reconhece-se que, a despeito da semelhan^a 
entre a infec^ao pelas diferentes especies, existem particula- 
ridades na apresenta^ao clinica da leishmaniose causada pelas 
diferentes leishmanias. Isso ocorre provavelmente em virtude 
de mecanismos imunopatogenicos especificos de cada rela^ao 
com as especies de parasito-hospedeiro, implicando em dife- 
ren^as no diagnostico, tratamento, evolu^ao e prognostico da 
leishmaniose. 

- Diagnostico parasitologico 

A confirma^ao do diagnostico se da por meio da demons- 
traqao do parasito nos tecidos acometidos. A positividade e 
maior nas lesoes recentes (menos de 3 meses de evoluqao) e 
varia de acordo com a tecnica empregada, com as condi^oes de 
manuseio da amostra e com a apresenta^ao clinica. Os para- 
sitos estao normalmente presentes na LC, sao mais dificeis de 
serem observados na LM, embora sejam abundantes na LCD. 
A biopsia e/ou o raspado devem ser realizados na borda da 


lesao, regiao de maior atividade da infec^ao, ou onde houver 
processo inflamatorio na regiao mucosa. 

O fragmento obtido por biopsia deve ser fracionado e sub- 
metido aos seguintes procedimentos: 

■ Impressao em lamina, para posterior Colorado 

■ Acondicionamento em salina esteril com antibioticos para 
posterior cultivo em meio NNN 

■ Acondicionamento em formol 10% tamponado para ana- 
lise histopatologica 

■ Coleta em frasco virgem para pesquisa de DNA de 
Leishmania por PCR. 

O parasito e mais dificil de ser detectado nas infec^oes 
por L. braziliensis em compara^ao com as provocadas por L. 
guyanensis e L. amazonensis. A visualiza^ao dos parasitos por 
exame direto e menos frequente e a positividade vai depen- 
der da experiencia do examinador. O material para tal analise 
pode ser obtido no raspado da borda da lesao, com posterior 
esfrega^o em lamina (Figura 23.2). O isolamento do parasito 
em cultivo pode ter exito em torno de 60 a 70% casos. Os 
isolados devem ser enviados para caracteriza 9 ao da especie 
por tecnicas de isoenzimas e reconhecimento por anticorpos 
especificos. A histopatologia tambem permite a defin^ao do 
padrao do infiltrado, sendo caracteristicamente do tipo infla¬ 
matorio granulomatoso com presen^a de linfocitos, macrofa- 
gos e histiocitos, que, embora nao seja um padrao caracteris- 
tico da leishmaniose, e bastante sugestivo da doen^a. 

A PCR e a metodologia que apresenta maior positividade 
(acima de 90%), devendo-se fazer a ressalva que essa tecnica 
evidencia o DNA do parasito, nao se podendo afirmar com 
precisao se ha ou nao presen^a do organismo vivo. Atualmente, 
a tecnica de PCR em tempo real traz a possibilidade de quan- 
tificar o parasito nos tecidos. Outras tecnicas que permitem 
a visualiza^ao de antigenos do parasito no tecido incluem a 
imunoperoxidase e a imunofluorescencia. 

- Diagnostico imunologico 

O teste intradermico para a avalia^ao da hipersensibilidade 
tardia aos antigenos de Leishmania (teste de Montenegro ou 
leishmanina) e o mais amplamente empregado nos servi^os de 
saude para diagnostico da LC. Apesar de a utilizaqao da IDRM 
ser muito antiga e ampla, ainda nao ha uma padroniza^ao ade- 



Figura 23.2 Raspado de lesao sugestiva de leishmaniose cutanea. Cor- 
tesia do Prof. Alan CesarTeixeira. 
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quada no teste, bem como uma definigao precisa de seu valor 
preditivo nesse diagnostico. O antigeno (solugao contend© 
promastigotas de Leishmania ) e aplicado na face anterior do 
brago esquerdo, a leitura e realizada em 48 h e sao considerados 
positivos aqueles que apresentarem area de enduragao igual ou 
superior a 5 mm (Figura23.3). A positividade indica que o indi- 
viduo teve contato com antigenos de Leishmania, nao sendo 
possivel precisar se foi recente ou precoce. Portanto a IDRM 
pode ser positiva em individuos assintomaticos e naqueles que 
se curaram da doenga, alem de produzir reagao cruzada com 
outras infecgoes, por exemplo, a doenga de Chagas. A sensL 
bilidade e a especificidade do teste variam entre 82 e 100%. O 
diametro da enduragao tende a ser maior na LM do que na LC, 
e o teste caracteristicamente e negativo na LCD. 

A pesquisa de anticorpos anti-Leishmania pode ser rea¬ 
lizada por reagao de imunofluorescencia e ELISA, havendo 
ainda a possibilidade de se utilizar Western blot. O ELISA e 
um teste sensfvel, com o qual podem ser detectadas IgG, IgM 
e, mais recentemente, isotipos de imunoglobulinas vem sendo 
estudados como marcadores de prognostico. No entanto, os 
titulos costumam ser baixos e a positividade fica em torno de 
50%, sendo bem maior na LM e na LCD, em comparagao com 
a LC. Os titulos tendem a ser mais elevados nas fases mais 
iniciais da LC e nos casos graves. No entanto, a positividade 
tambem depende da especie envolvida, sendo os titulos mais 
baixos na infecgao por L. guyanensis. Quando positiva, a soro- 
logia tambem pode ser utilizada para controle de cura, ja que 
a negativagao dos titulos e associada a cicatrizagao das lesoes 
e ao bom prognostico. 

Nos pacientes coinfectados com HIV, os parasitos sao mais 
abundantes nos tecidos e, portanto, o diagnostico parasitolo- 
gico frequentemente detecta a leishmania. Entretanto, o uso de 
medicares fungicidas e ate mesmo de determinados antirre- 
trovirais pode ter agao sobre a leishmania, nao levando a cura, 
mas reduzindo a capacidade de detecgao desses organismos. 

A maioria das unidades de atendimento nao dispoe desses 
procedimentos laboratoriais, na pratica e, sobretudo, nas loca- 
lidades onde nao sao realizados metodos laboratoriais espe- 
clficos para detecgao de infecgao por Leishmania e, por isso, 
o diagnostico e firmado pela historia epidemiologica, pelas 
caracterlsticas cllnicas da lesao e pela positividade do teste 
de Montenegro. No entanto, sempre que possivel, o material 
biologico deve ser enviado a um dos centra s de referenda 
do Ministerio da Saude para confirmagao do diagnostico de 
leishmaniose. 



Figura 23.3 Enduragao resultante na intradermorreagao de Monte¬ 
negro em pacfente com leishmaniose cutanea. Cortesia do Prof. Luis 
Eduardo Ramirez. 
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► Introdugao 

A malaria e uma doen^a infecciosa causada por protozoa- 
rios do genero Plasmodium, da familia Plasmodiidae, filo 
Apicomplexa, que infectam alternadamente um hospedeiro 
vertebrado e um invertebrado. O genero Plasmodium foi defi- 
nido com base no ciclo de vida do parasito, com uma fase de 
reproduqao sexuada seguida por tres fases de reproduqao asse- 
xuada, sendo que a fase sexuada (fertiliza^ao) ocorre no esto- 
mago, e a primeira assexuada (esporogonia), no epitelio do 
estomago e corpo do mosquito Anopheles; as outras duas fases 
ocorrem em um hospedeiro vertebrado, a segunda acontece 
nas celulas parenquimatosas do figado (esquizogonia exoeri- 
trocitica) e a terceira no sangue, onde se repete muitas vezes 
(esquizogonia eritrocitica) (Figura 24.1). 1 

Quando a femea de Anopheles se alimenta de sangue infec- 
tado com gametocitos, os gametas machos e femeas livres 
iniciam o processo de fertiliza^ao, produzindo um zigoto, o 
qual se desenvolve em uma forma invasiva, o oocineto; este 
caminha para a parede do estomago transformando-se em um 
oocisto. Com o inicio da esporogonia, o oocisto cresce e se 
divide, produzindo milhares de esporozoitos invasivos, que 


migram pela hemolinfa do mosquito e invadem as glandulas 
salivares. A femea, ao realizar o repasto sanguineo, inocula 
os esporozoitos no sangue do hospedeiro vertebrado, e esses 
invadem rapidamente os hepatocitos, transformando-se em 
trofozoitos hepaticos, que amadurecem e sofrem varias divi- 
soes, produzindo milhares de merozoitos. Os hepatocitos se 
rompem liberando os merozoitos na circulaqao, iniciando o 
ciclo eritrocitico. No caso deP. vivaxeP. ovale, alguns esporozoi¬ 
tos podem originar os hipnozoitos, que sao parasitos latentes 
nos hepatocitos e que podem se desenvolver meses ou anos 
mais tarde, causando as conhecidas recaidas da doen^a. No 
ciclo eritrocitico ocorre nova divisao assexuada, os merozoitos 
se desenvolvem em trofozoitos que amadurecem, dividem-se 
varias vezes e formam os esquizontes. Os esquizontes madu- 
ros levam a ruptura da hemacia que libera merozoitos capazes 
de reinfectar novas hemacias. Apos um periodo de replica^ao 
assexuada, alguns merozoitos se diferenciam em gametocitos 
machos e femeas, que amadurecem sem divisao celular e se 
tornam infectantes aos mosquitos. 1 

Existem aproximadamente 120 especies de plasmo- 
dios. Cinco especies sao infectantes para o homem: P. vivax 
(Grassi e Feletti, 1890), P. falciparum (Welch, 1897), P. mala - 


Estagios hepaticos 

Hepatocito 



24.1 Ciclo de vida do Plasmodium. 







































Capftulo 24 | Malaria 


285 


rifle (Laveran, 1881), P. ovale (Stephens, 1922) e P. knowlesi 
(Knowles e Gupta, 1932). P. vivax, a especie mais amplamente 
distribuida, ocorre em zonas tropicals e temperadas, predomi- 
nando na Asia, America Latina e algumas partes da Africa. P. 
falciparum, com distribuiqao mundial, predomina na Africa 
e Sudeste Asiatico. P. ovale e encontrado principalmente no 
oeste da Africa e nas ihas do Pacifico Ocidental, P. malariae 
e encontrado nas mesmas regioes que P. falciparum , so que 
em menor frequencia. P. knowlesi foi implicado mais recente- 
mente como causador de malaria em humanos na Malasia. 2,3 
No Brasil, ocorrem predominantemente as especies P. vivax e 
P. falciparum e, com menor frequencia, P. malariae. 

Apesar de a malaria ser uma doenqa cuja historia esta inti- 
mamente relacionada com a propria historia da humanidade, 
continua sendo a maior endemia do mundo e um grande 
obstaculo ao desenvolvimento economico de comunidades e 
naqoes. 4 Diversos fatores, como resistencia do mosquito aos 
inseticidas, resistencia do parasito as medicares, mudan- 
qas climaticas, sociais, politicas e economicas (crise energe- 
tica, inflaqao, guerras e instabilidades politicas) e ausencia de 
vacinas que confiram prote^ao por longo periodo levaram ao 
aumento de malaria em diversas areas tropicals. Esses fato¬ 
res, associados a movimentos populacionais nao controlados 
e disturbios ecologicos, concorrem para que a doen^a seja, 
ainda hoje, uma das principals amea^as a saude. Segundo 
dados de 2009, a Africa detem 78% dos casos e 91% dos obitos 
por malaria, mas a globalizaqao da doenqa e um fato que pre- 
ocupa tambem as autoridades dos paises desenvolvidos, pois 
casos de malaria transfusional e malaria importada por migra- 
qao e viagens sao relatados em diferentes partes do mundo. 5,6 
Entretanto, a Organiza^ao Mundial da Saude (OMS) relatou 
recentemente sucessos na luta contra a malaria no mundo, e 
que se tornaram possiveis graqas ao envolvimento de parce- 
rias, tanto de drgaos governamentais como nao governamen- 
tais. Estima-se que o numero de casos anuais de malaria, que 
havia aumentado de 233 milhoes em 2000 para 244 milhoes 
em 2005, voltou a diminuir para 225 milhoes em 2009. Os 


106 paises endemicos para malaria alcan^ados pela OMS tem 
conseguido nao apenas diminuir o numero de casos da doenqa 
como os problemas causados por ela, com exce^ao de Ruanda, 
Sao Tome e Principe e Zambia. 4 

No Brasil, 500 mil novos casos foram relatados por ano, 
em media, na decada de 1990. De 2000 a 2002, medidas de 
controle eficazes conseguiram diminuir o numero de casos, 
mas estes voltaram a aumentar gradualmente e chegaram a 
quase 600 mil em 2005. Desde entao, novas medidas de con- 
trole foram implementadas e a incidencia da doen^a voltou 
a diminuir, com cerca de 300 mil casos relatados, tanto em 
2008 como em 2009 (Figura 24.2). 7 

Ao longo das tres ultimas decadas, a OMS lan^ou inumeros 
programas de controle da malaria no mundo, que, em geral, 
estabeleceram elementos basicos a serem aplicados a qualquer 
local, independentemente das condi^oes existentes, como: 

■ Diagnostico precoce e tratamento rapido 

■ Planifica^ao e implementa^ao de medidas preventivas e 
seletivas, incluindo o controle do vetor 

■ Detec^ao, controle e prevenqao de epidemias 

■ Refor^o da capacidade local em pesquisa basica e aplicada 
aliada a uma avalia^ao regular da situaqao da malaria em 
nivel nacional. 

O objetivo atual e diminuir em 75% ou mais a mortalidade 
causada pela malaria ate 2015, a qual, em 2009, chegou a 781 mil 
mortes. 4 Para tanto, e imprescindivel que se mantenham a^oes 
sustentadas e vigilancia, pois o controle da doenqa e fragil e 
requer a manuten^ao dos programas mesmo quando o numero 
de casos tenha diminuido substancialmente (como foi obser- 
vado no Brasil em varios periodos [Figura 24.2]). Os focos para 
atingir o alvo de diminuir a mortalidade sao acesso aos mos- 
quiteiros impregnados com inseticidas ou sprays inseticidas 
residuais para o interior dos domicilios por todas as pessoas 
que residam em areas de risco e disponibilidade de diagnostico 
laboratorial para todos os casos suspeitos com tratamento efe- 
tivo dos casos confirmados. Os avan^os no controle sao anima- 



Figura 24.2 Casos confirmados de malaria no Brasil -1990 a 2009. Adaptada de Portal da Saude, Malaria, Ministerio da Saude. http://portal. 
saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/tab_casos_confirmados_malaria_bra_gr_e_ufs_90a09.pdf. 
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dores, pois a cobertura mundial de mosquiteiros impregnados 
com inseticidas nos domicilios aumentou rapidamente, che- 
gando a 42% em alguns paises da Africa ate a metade de 2010. 
A porcentagem de casos suspeitos testados laboratorialmente 
aumentou de 67% em 2005 para 73% em 2009. Porem, muitos 
casos ainda sao tratados sem o diagnostico laboratorial, prin- 
cipalmente na Africa, onde 21 de 42 paises endemicos testam 
menos de 20% dos casos suspeitos. Tambem 77 de 86 paises 
endemicos para P. falciparum tern uma politica de tratamento 
com terapia combinada a base em artemisinina para os casos 
confirmados de malaria nao complicada por este parasito. O 
tratamento de malaria por P. vivax e feito com cloroquina, no 
qual esta e efetiva, ou com uma combina^ao apropriada em 
areas onde existe resistencia de P vivax a cloroquina. Ainda, o 
tratamento de P. vivax deve ser associado a 14 dias de prima- 
quina para prevenir as recaidas da doen^a. 4 

Os metodos de laboratorio sao ferramentas importantes no 
esfor^o de se controlar a doen^a, seja na pratica clinica (diag¬ 
nostico individual ou seguimento da eficacia da terapeutica 
antimalarica), em estudos epidemiologicos ou na triagem de 
doadores de sangue. 

O diagnostico precoce e um elemento crucial para o con- 
trole da infec^ao, e, ao se abordar esse tema, deve-se ter em 
mente a importante associa^ao dos aspectos epidemiologicos, 
clinicos e laboratoriais. A adequa^ao dos metodos diagnosti- 
cos a serem aplicados em uma regiao pode ser determinada 
por fatores decorrentes desses aspectos, como: 

■ Nivel de endemicidade 

■ P re Valencia e tipo de resistencia as medicares 

■ Facilidades de acesso ao local 

■ Caracteristicas socioeconomicas 

■ Infraestrutura de saude existente 

■ Ferramentas diagnosticas disponiveis. 8 

Tomemos como exemplo duas situa^bes extremas de pro- 
paga^ao de malaria: regibes com altas taxas de transmissao e 
regioes com taxas baixas ou moderadas de transmissao. 

O desenvolvimento gradual de imunidade com fases bem 
definidas e observado nas regioes com altas taxas de transmis¬ 
sao, como na Africa, ao sul do Saara. Ate os dois primeiros 
meses de vida, as crian^as apresentam prote^ao parcial, pro- 
vavelmente devido a transferencia de anticorpos maternos e 
a persistencia de hemoglobina fetal. A partir dai, come^am a 
apresentar sintomas clinicos de malaria e altos niveis de parasi¬ 
temia (cerca de 2%), evoluindo para malaria grave e letal. 9 Por 
volta dos 5 anos de idade as crian^as come^am a desenvolver 
imunidade antitoxica, que e a diminui^ao das manifesta^oes 
clinicas da doen^a, mesmo com altas densidades parasitarias. 
De 20 a 25% dos adultos, com exce^ao de gestantes, tendem 
a ser altamente imunes e assintomaticos. Essa imunidade 
adquirida nao e esterilizante e nao impede repercussoes clini¬ 
cas, como linfoma de Burkitt, ba^o hiper-reativo da malaria e 
doen^as sanguineas geneticas. Nessas regioes predomina o P. 
falciparum. O tratamento deveria ser feito precocemente, em 
nivel primario de saude, mas nao existem facilidades diagnos¬ 
ticas. Ha pouca disponibilidade de micro scopios e de pessoal 
tecnico treinado, alem de dificuldades no sistema de eletrici- 
dade, o que faz com que muitas vezes o diagnostico de mala¬ 
ria seja feito exclusivamente pelos criterios clinicos. Portanto, 
um teste diagnostico aplicavel nessas regioes poderia ser P. 
falciparum-especifico, no entanto deveria ser um teste simples, 
rapido, seguro, que nao necessitasse de energia eletrica, estavel 
e barato. A disponibilidade desse diagnostico iria auxiliar no 
controle da mortalidade e morbidade e solucionar o problema 


do uso indiscriminado de antimalaricos, mas nao iria contro¬ 
lar a transmissao, a popula^ao ainda estaria sujeita as repercus- 
soes clinicas da malaria e os individuos nao imunes e crian^as 
manteriam-se sujeitos as apresenta^oes graves da doen^a. 10 

Areas com baixas ou moderadas taxas de transmissao, como 
o Sudeste Asiatico, China e muitas areas da America do Sul, 
especialmente a Bacia Amazonica, apresentam outras caracte¬ 
risticas. A transmissao e altamente focal, limitada a regioes de 
florestas e rios, onde areas alagadas causadas por degrada 9 oes 
podem levar a forma^ao de criadouros e focos; sazonal, alcan- 
^ando picos no inicio e novamente seguindo o fim das estates 
chuvosas; a popula^ao de alto risco compoe-se de trabalhadores 
em contato com a floresta, como os agricultores, seringueiros, 
construtores de estradas, garimpeiros e populates que vivem 
em areas ribeirinhas. Ocorre diversidade de especies envolvi- 
das, sendo P. falciparum e P. vivax as mais comuns. Em fun^ao 
dessa instabilidade na transmissao da malaria, a popula^ao em 
geral e nao imune (com casos de doen^a clinica em adultos 
j ovens acometendo principalmente homens, provavelmente 
pela exposi^ao ocupacional) e muitas infec^oes se tornam gra¬ 
ves e complicadas. Os sintomas da doen^a podem surgir antes 
de a parasitemia ser detectavel microscopicamente, e qualquer 
parasitemia, mesmo muito baixa, pode implicar doen^a. Um 
teste aplicavel nessas regioes deveria ser capaz de detectar bai¬ 
xas parasitemias (inferiores a 100 parasitos/p^ de sangue) e 
diferenciar todas as especies de malaria prevalentes. 10 

► Diagnostico dinico 

Os sintomas da malaria envolvem mal-estar, cefaleia, dores 
musculares, nauseas e tonturas, seguidos de uma sensa^ao de 
frio, acompanhada de tremor, febre (com nausea e vomitos), 
suor e aumento da temperatura. Esse quadro classico pode ser 
alterado pelo uso de farmacos profilaticos ou pela aquisi^ao 
de imunidade, sendo que muitos desses sintomas podem ou 
nao estar presentes e ate mesmo todos podem estar ausen- 
tes. Nos casos complicados, podem ocorrer dores abdominais 
fortes, sonolencia, redu^ao da consciencia e ate coma, como 
na malaria cerebral. A falta de parametros clinicos isolados 
que permitam o diagnostico confiavel da malaria justifica a 
necessidade de outros metodos diagnosticos que confirmem 
a infec^ao. 1,11 

> Diagnostico de laboratorio 

Muitos metodos de laboratorio tem sido desenvolvidos e 
avaliados quanto a sua aplicabilidade em: 

■ Pratica clinica para o diagnostico individual, triagem de 
doadores de sangue e acompanhamento de pacientes em 
tratamento especifico 

■ Estudos epidemiologicos para avaliar infec^oes passadas e 
atuais em populates 

■ Assessoramento da suscetibilidade a farmacos 

■ Avalia^ao do estado imune de individuos e populates. 

Conforme esquema da Figura 24.3, os metodos de labora¬ 
torio se baseiam na detec^ao de: 

■ Plasmodios nas hemacias 

° Microscopia optica: gota espessa e/ou esfrega^o; colo- 
ra^ao de DNA/RNA do parasito em tubo capilar QBC 3 ; 
microscopia com fluorocromos 
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Figura 24.3 Esquema dos diferentes alvos dos metodos diagnostics 
da malaria. Adaptada de Hanscheid, 1999. 12 


0 Metodos moleculares: DNA ou RNA do plasmodio no 
sangue 

■ Antigenos de plasmodios em fluidos biologicos - imuno- 
fluorescencia, enzimaimunoensaios; testes rapidos ou imu- 
nocromatograficos 

■ Anticorpos especlficos antiplasmodios no soro - imunofluo - 
rescencia indireta, em ensaios imunoenzimaticos etc. 

Considerando o aparecimento de marcadores diagnosti¬ 
cos (parasito/antigenos/anticorpos) em uma primoinfec^ao 
na malaria, podemos simplificadamente dividi-la em cinco 
perlodo s (Quadro 24.1): 

■ Em um perlodo de aproximadamente 2 dias apos o inlcio 
da infecqao patente, dispondo de um metodo de alta sensi- 
bilidade, pode-se detectar plasmodios nas hemacias 

■ De 2 a 7 dias, antigenos de plasmodios sao detectados nas 
hemacias ou circulando no soro 

■ Em um perlodo extremamente variavel, podem ser detec¬ 
tados os anticorpos antiformas eritrocitarias, sendo que, 
em muitos casos, nao sao detectaveis 

■ De 10 a 30 dias apos um tratamento eficaz, nao sao mais 
detectados plasmodios nas hemacias, mas alguns antigenos 
podem ainda ser detectados na circula^ao 

■ Em um quinto perlodo, muito variavel (de meses a anos) 
ainda podem ser detectados anticorpos especlficos anti¬ 
plasmodios na circulaqao. 

Portanto, analisando essa evolu^ao, quando o objetivo e o 
diagnostico precoce, como na pratica cllnica ou em triagem 
de doadores de sangue, os metodos de laboratorio de escolha 


Quadra 24.1 ■ Evoiu^ao simptificada de antigenos de P. falciparum 
e anticorpos anti-fl falciparum durante a primoinfecfao. 
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devem ser a pesquisa de plasmodios ou de seus componentes 
em hemacias (antigenos, DNA). Em estudos epidemiologies, 
outros metodos podem ser uteis, pois os testes podem ser fei- 
tos em um laboratorio central, com equipamentos especializa- 
dos e passlveis de automa^ao. 

- Metodos para deteccao de plasmodios 
nas hemacias 

Gota espessa 

Quando Laveran, em 1880, descobriu os parasitos da mala¬ 
ria em esfrega^o de sangue de pacientes com febre, abriu 
caminho para que metodos de laboratorio pudessem ser uti- 
lizados no diagnostico da doenqa. Ronald Ross efetuou algu- 
mas mudan^as no esfrega^o sangulneo, como o aumento na 
concentra^ao de sangue e desemoglobinizaqao, originando o 
metodo da gota espessa, que apresentou sensibilidade cerca 
de 20 vezes maior que o esfregaqo comum. 13 A introdu^ao 
de corantes biologicos com base no azul de metileno, que 
permitiram revelar a estrutura do parasito, e a melhora dos 
microscopios aperfei^oaram a microscopia. A gota espessa 
permanece ate os nossos dias como o metodo de escolha no 
diagnostico da malaria. Trata-se de um metodo satisfatorio 
em termos de sensibilidade e especificidade, permite a identi- 
ficaqao da especie e estagio de desenvolvimento do plasmodio, 
fornece informa^oes sobre a viabilidade do parasito e e quan- 
tificavel. 14 A quantificaqao dos parasitos pode ser feita ou pela 
porcentagem de hemacias infectadas ou pelo numero de para¬ 
sitos/de sangue. A realiza^ao simultanea de um esfrega^o 
sangulneo corado pelo metodo Giemsa, no qual o sangue e 
fixado e os parasitos sao visualizados dentro da celula, auxilia 
a identifica^ao da especie (Figura 24.4) e fornece informa^oes 
generalizadas sobre parametros hematologicos. 

A gota espessa apresenta desvantagens que devem ser con- 
sideradas. No metodo da gota espessa, o material nao e fixado 
e, durante o processo de coloraqao, ocorre Use das hemacias, 
deixando os parasitos livres. A morfologia nao e bem pre- 
servada e requer microscopistas bem treinados para se fazer 
uma avalia^ao crltica. Dowling e Shute demonstraram que, 
durante a Colorado da gota espessa, pode ocorrer perda de 
66% dos trofozoltos e de 80 a 90% dos gametocitos, o que se 
torna importante em parasitemias muito escassas, nas quais 
encontrar um parasito em tr£s minutos e evento que ocorre 
puramente ao acaso, sendo as vezes necessarios 30 min para se 
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Figura 24.4 Diferentes estagios de plasmodios infectantes ao homem 
em esfregago de sangue fixado com metanol e corado por Giemsa. 
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detectar um trofozoito jovem de P. falciparum e 1 h 30 para 
se encontrarem gametocitos. Apesar dessa perda, quando o 
mesmo numero de campos e examinado, a gota espessa e cerca 
de 20 vezes mais sensivel que o metodo da extensao de sangue, 
devido a utiliza^ao de uma camada de sangue 20 a 30 vezes 
mais densa.' 5 Portanto, a alta sensibilidade atribuida a gota 
espessa dificilmente e conseguida, pois, para tanto, o metodo 
se torna trabalhoso, demorado e requer microscopistas muito 
bem treinados e supervisao constante. A eficiencia dos micros- 
copistas frequentemente e menor do que se acredita, prin- 
cipalmente pela falta de treinamento (escolha adequada do 
pessoal, cursos de prepara^ao, cursos de atualizaqao) e manu- 
ten^ao adequada do equipamento (incluindo suprimento do 
material rotineiro, como oleo de imersao e corantes, inspe^ao 
periodica do microscopic). Em epocas de alta transmissao, 
um microscopista chega a examinar 100 laminas em uma 
manha, aumentando a probabilidade de baixas parasitemias 
nao serem detectadas e ainda de a distin^ao da especie nao ser 
confiavel. A ausencia de conduces ideais leva a ocorrencia de 
falsos resultados, muito significantes no controle e tratamento 
da doen^a, principalmente em individuos nao imunes. 

Payne, avaliando o uso e as limita^oes da micro scopia optica 
comum, sugeriu condi ^oes ideais para o diagnostico parasi- 
tologico da malaria. 16 Quanto ao microscopio, a amplia^ao 
deve estar situada entre 500 e l.OOOx, tendo como ideal entre 
600 e 700x para o diagnostico diferencial, devido a varia^ao 
de tamanho do parasito de 1 pm para trofozoito jovem de P. 
falciparum a 1 a 15 pm ou mais para P. vivax ou P. ovale. Com 
a concep^ao errada de que um aumento maior fornece melho- 
res resultados, a maioria dos laboratories utiliza oculares de 
lOx e objetiva de imersao de lOOx, o que reduz a defini^ao e 
produz aberra^ao de cor. A detec^ao dos parasitos da malaria 
e facilitada por corantes diferenciais que tern a propriedade de 
corar o material nuclear de vermelho e o material citoplasma- 
tico de azul. Essa diferencia^ao ocorre apenas em condi^oes 
de pH ligeiramente basico, de 7,2. Entre os corantes utilizados, 
melhores resultados sao obtidos pelo Giemsa, que e altamente 
estavel em diferentes temperaturas. 

O desenvolvimento do cultivo in vitro de P. falciparum e 
os estudos mais recentes do genoma do parasito, juntamente 
com a produ^ao por manipulaqao genetica de antigenos plas- 
modiais puros e a produ^ao de anticorpos monoclonais espe- 
cificos, permitem o desenvolvimento de reagentes usados em 
metodos diagnosticos, que tern sido estudados e propostos 
como alternatives a gota espessa. 

Quantitative buffy coat 

O metodo do capilar - quantitative buffy coat (QBC®) - foi 
inicialmente desenvolvido para contagem de celulas sangui- 
neas e, posteriormente, adaptado e modificado para o diag¬ 
nostico de hemoparasitos, 17 O QBC* consiste em um capilar 
com residuos de laranja de acridina e anticoagulante preen- 
chido com cerca de 55 a 65 de sangue. Um cilindro plastico 
com densidade especifica de 1,059, media entre a do plasma 
(1,028) e a de hemacias (1,090), e inserido no capilar e, apos 
centrifuga^ao, fica posicionado na parte superior das hema¬ 
cias e recoberto pela camada de leucocitos. O cilindro provoca 
expansao fisica do sangue e for$a os componentes celulares 
dentro de um espa^o de 40 pm, que podem ser observados 
em microscopio de fluorescencia. Hemacias parasitadas por 
plasmodios sao menos densas que as nao parasitadas e a den¬ 
sidade diminui com o estagio de amadurecimento do para¬ 
sito. Com essa altera^ao na densidade, apos a centrifuga^ao, 
as hemacias parasitadas ficam na interface entre as camadas 


de leucocitos e de hemacias, ao redor do cilindro plastico. Em 
fun^ao do maior volume utilizado (cerca de lOOx maior do 
que o utilizado na gota espessa) e da concentra^ao das hema¬ 
cias parasitadas em uma regiao limitada, o metodo torna-se 
muito sensivel. 

A sensibilidade do QBC® para a detec^ao de plasmodios no 
sangue e cerca de oito vezes maior do que a da gota espessa. 18,19 
Alem da maior sensibilidade, o metodo ainda apresenta outras 
vantagens em rela^ao a gota espessa: 

■ Maior reprodutibilidade - Pela simplicidade de execu^ao; 
nao ha variabilidade dependente de tecnicos e do processo 
de colora^ao 

■ Facilidade de leitura - A fluorescencia do parasito e inequi- 
voca e nao ha debris que possam levar a falsos resultados 
positivos 

■ Rapidez de execu^ao - Visto que, entre a coleta de sangue, 
prepara^ao do capilar, centrifuga^ao e leitura sao gastos, no 
maximo, 10 min, mesmo em baixas parasitemias. Apresenta a 
desvantagem de necessitar de centrifuga especial, de micros¬ 
copio de fluorescencia com objetiva especial e de tubos capi- 
lares com bastoes inseridos. 

• Metodos para deteegao de DNA ou RNA 
de plasmodio no sangue 

Ensaios com base em amplifica^ao do acido nucleico tern 
sido desenvolvido s e avaliados no diagnostico da malaria, 
sendo que, em geral, apresentam melhores sensibilidade e 
especificidade, quando comparados a gota espessa e aos meto¬ 
dos sorologicos. 20 Tambem permitem melhor discrimina^ao 
da especie de Plasmodium , principalmente nos casos de infec- 
£oes mistas, que muitas vezes nao sao diagnosticas pela gota 
espessa, fundamental para o estabelecimento da terapia ade¬ 
quada. A correta discrimina^ao das especies de Plasmodium 
e necessaria para se entender a influencia de infec^oes mistas 
na “doen^a malaria” e garantir que a implanta 9 ao de futuras 
vacinas e farmacos antimalaricos seja conduzida de maneira 
segura e oportuna. 11 A complexidade da tecnica ainda dificulta 
a sua aplica^ao em setores primarios de saude para o diagnos¬ 
tico precoce, mas a sua utiliza^ao tern sido indicada para a 
detec^ao de assintomaticos em areas de diferentes endemici- 
dades ou em estudos epidemiologicos, monitoramento da res- 
posta de pacientes a substancias antimalaricas, caracteriza^ao 
genotipica dos plasmodios, triagem de do adores de sangue em 
areas enddmicas e como teste de referenda para avalia^ao do 
desempenho de novos testes diagnosticos. 22 

Atualmente, 6 possivel a amplifica^ao de genes das cinco 
especies de parasitos da malaria humana, sendo que as prin¬ 
cipals sequencias de DNA que tern sido amplificadas sao os 
genes que codificam antigenos de superficie (p. ex., proteina 
da superficie da hemacia infectada com formas j ovens de P 
falciparum - P/15 5/RES A, proteina circunsporozoita [CSP]), 
o gene da di-hidrofolato redutase-timidilato sintetase, o gene 
da proteina 126 de P. falciparum (f/126), o gene que codifica 
CoxI mitocondrial e principalmente o gene da subunidade 
18S de rRNA. 

PCR com base na amplifica$ao do gene 
da subunidade 18 S do rRNA 

O ribossomo e constituido de particulas ribonucleopro- 
teicas responsaveis pela tradu^ao do codigo genetico e con- 
tem 50 a 60% de RNA em sua estrutura. Nos eucariotos, os 
ribossomos contem tres moleculas principals de RNA (rRNA), 
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chamadas de 5S, 17 ou 18S (subunidade menor), 26 ou 28S 
rRNA (subunidade maior) e, em alguns, tambem esta pre- 
sente a subunidade 5,8S. 23 O rRNA e a macromolecula celular 
mais abundante do plasmodio, representando de 0,2 a 1,0 pg 
do parasito, muito mais do que o DNA total, que representa 
0,02 pg. 24 Os rRNA, na maioria dos eucariotos, apresentam 
estruturas e fun^oes quase equivalentes e os genes que codi- 
ficam essas moleculas tambem apresentam similaridade na 
estrutura organizacional e no controle transcricional. Todavia, 
os genes do rRNA de Plasmodium sao distintos estrutural- 
mente e sao expressos em diferentes estagios de desenvolvi- 
mento do parasito. 25 Algumas caracteristicas da organiza^ao 
genomica do rRNA de Plasmodium diferem da maioria dos 
genes do rRNA dos eucariotos. Como exemplo, na maioria 
dos eucariotos os genes ribossomicos sao altamente repetiti- 
vos, organizados em arranjos em tandem e estao localizados 
em uma ou em poucas regioes no genoma, enquanto as espe- 
cies de Plasmodium apresentam de quatro a oito genes, disper¬ 
ses em varios cromossomos. 

A subunidade 18S rRNA e seus genes correspondentes tem 
sido o alvo para estudos de transcri^ao e processamento do 
rRNA de Plasmodium, e uma das caracteristicas mais inte- 
ressantes e que sua expressao e claramente regulada durante 
o ciclo de vida do parasito. O gene do tipo A e express© nas 
formas do estagio eritrocitico assexuado do parasito, o gene 


do tipo S e expresso na fase de esporozoito e o gene do tipo 
O esta associado ao desenvolvimento do oocisto no mosquito 
infectado. Tambem tem sido muito usada como alvo mole¬ 
cular ideal para a identifica^ao da especie Plasmodium , pois 
representa 30% do RNA total e 70% de sua sequencia e dife- 
rente da sequencia correspondente no homem. 25 E constituida 
de um mosaico de regioes conservadas e variaveis, um tipo de 
arranjo que permite a amplifica^ao de sequencias a partir de 
amostras utilizando primers que sao conservados dentro do 
genero Plasmodium . 27 

Snounou et al. desenvolveram a primeira rea^ao em cadeia 
da polimerase (PCR) com base na amplifica^ao do gene da 
18S rRNA para quatro especks de Plasmodium que infectam 
o homem (PCR-Snounou) que foi capaz de detectar 10,2% a 
mais de infec^oes do que a gota espessa em 196 amostras de 
sangue de pacientes. 28 A partir desta, diferentes variaveis tem 
sido estudadas, como: 

■ Nested-PCR («PCR): a «PCR constitui-se de duas rea^oes 
de PCR consecutivas, em que o produto da primeira serve 
como alvo para a segunda reaqao (p. ex., primeiro ciclo 
usando primers da regiao-alvo 18S rRNA genero-especi- 
ficos ( Plasmodium sp.). Os primers da segunda rea^ao sao 
oligonucleotidios complementares as sequencias internas do 
produto obtido na primeira rea$ao (no caso, primers especie - 
especificos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae , P. ovale). 29 


Quadra 24.2 1 
do rRNA. 

• Resultados de estudos de campo de diferentes variaveis da PCR com base na ampiificafao do gene da subunidade 18S 





Resultados 

Ensaio 

Estudo 

Popula;ao (N) 

Outros metodos 

PCR em analise 

PCR-Snounou 

Tailandia 28 

196 

GE: 106 pos (76,4% Pf, 21,7% Pv, 1% 

Pm, 1 % Pf/Pv) 

126 pos (70,6% Pf, 9,5% Pv, 1,6% Pm, 0,8% Po, 19,0% Pf! 
Pv, 0,8% PfiPm) 

nPCR I 

Tailandia 29 

25 

sn-PCR: 15 pos (11 Pf, 2 Pv, 1 Pm, 1 PfiPm) 

17 pos (8 Pf, 1 Pv, 5 Pf/Pv, 1 PfiPm, 1 Pf/Pv!Po, 1 Pf/Pv/Po/Pm) 


Malasia 34 

166 

GE: 24,1% Pf, 13,3% Pv, 3,6% Pf/Pv 

25,9% Pf, 13,3% Pv, 4,8% Pf/Pv 


Venezuela 35 

100 

GE:10%/Y,59%/V 

12 % Pf, 46 % Pv, 29% Pf/Pv 


Nigeria 36 

590 

GE: 48,6% pos 

68,3% pos (323 PfAPmA Po, 41 PfiPm, 12 Pf/Po, 27 Pf/Pm/Po) 


Papua-Nova Guine 3/ 

173 

GE: 87 pos (32%) 

163 pos (8,5% Pf, 8,7% Pv, 1,7% Pm, 23,1% Pf/Pv, 9,3% Pf! 
Pm, 2,3% Pf/Po, 1,7% Pv/Pm, 15,6% Pf/Pv/Pm, 4,6% Pf/Pv! 
Po, 2,9% Pf/Pm/Po, 0,6% Pv/Pm/Po, 5,2% Pf/Pv/Pm/Po) 


Ira 38 

120 

GE: 107 pos (70% Pv, 16,7% Pf, 2,5% Pf/Pv) 

116 pos (58,3% Pv, 10% Pf, 28,4% Pf/Pv) 

PCR-ELISA 

Quenia 31 

100 

j GE 

S = 98,6%, E - 96%, VPP=98,6%, VPN = 96% 


Toquio, Japao 32 

106 

GE: 76 amostras pos pela microscopia 
(36 Pf, 27 /V, 11 ft) e 2 Pm) 

S, E = 100% para Pf, Po e Pm 1 , S = 96% e E = 100% para Pv 


Tailandia 39 

151 

j GE 

S = 91,4% para Pf, 94,2% para Pve E= 95,8% 

s/7-PCR 

Vietnae China 30 

35 

PCR-ELISA-K 

Boa concordance, mas melhor sensibilidade para detectar 
infec0es mistas em baixas parasitemias 


Tailandia/ 

Mianmar 40 

437 

GE: 35,9% Pf, 20,6% Pv, 41,6% Pf/Pv, 
1,8% negativo 

33,4% Pf, 18,7% Pv, 0,2% Pm, 36,6% Pf/Pv, 1,1% Pf/Pm, 

1,1 % Pv/Pm, 6,4% Pf/Pv/Pm, 1,1% Pf/Pv/Po, 0,9% Pf/Pv/ 
Pm/Po, 0,2% negativo 


Rondonia, Brasil 41 

96 

GE: 45% Pf, 55% Pv 

38,5% Pf, 31,2% Pv, 1 % Pm, 21% Pf/Pv, 2,1 % Pf/Pm, 5,2% 
Pv/Pm, 1% Pf/Pv/Pm 


Sudeste de Laos 42 

336 

15,2% Pf, 1,2% Pv, 0,3% Po, 0,6% Pf/Pv 

21,7% Pf, 3,6% Pv, 0,6% Pm, 0,9% Po, 5,7% Pf/Pv, 0,6% 
Pf/Pm, 0,6% Pv/Pm, 0,3 %Pv/Po, 0,3% Pf/Pv/Pm, 0,3%/Y/ 
Pv/Po, 0,3% Pf/Pv/Pm/Po 


Mato Grosso, Brasil 43 

213 (areaendemica)e 

50 (banco de sangue de 
area nao endemica) 

Infeqao por plasmodio positiva na GE 
e/ou QBC 

S, VPN = 100% 

E, VPP = 100% 

Diagnostic 39% ( Pf) 43,0% (/V) e 88,9% {Pm) a mais que a GE 


Pf= R falciparum; Pv=R vivax; Pm = Rmlarice; Po=R ovale; GE = gota espessa; S = sensibilidade; E = especifictdade; VPP=valor preditivo positivo; VPN = valor preditivo negativo; pos = amostras com resultados positivos. 
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■ Semi-nested-VCR (snPCR): a swPCR e uma varia^ao da nPCR 
que difere apenas pelo fato de que, na segunda rea^ao, os 
primers usados consistem em um dos primers da primeira 
rea^ao em combina^ao com um novo primer? 0 

■ PCR-ELISA: e uma PCR seguida de um ensaio imunoenzi- 
matico (PCR-ELISA), em que a regiao 18S rRNA e amplifi- 
cada utilizando primers genera-especificos, um deles mar- 
cado com biotina, e o produto amplificado e hibridizado com 
sondas derivadas de sequencias especie-especificas do rRNA 
marcadas com digoxigenina. O material hibridizado e transfe- 
rido para microplacas sensibilizadas com estreptavidina, apos 
periodo de incuba^ao e adicionado o conjugado antidigoxi- 
genina-peroxidase e, apos um novo periodo de incuba^ao, e 
adicionado o substrata e a cor desenvolvida e detectada por 
colorimetria. 31 Kimura et cd. desenvolveram outra PCR-ELISA 
(PCR-ELISA-K) em que o alvo 18S rRNA e amplificado pela 
PCR e o produto amplificado e transferido para microplacas 
sensibilizadas com sondas especificas para cada especie de 
parasito e a detec^ao e feita por ensaio colorimetrico. 32 

■ PCR multiplex (mPCR): a mPCR e uma rea^ao de PCR 
classica que utiliza, ao mesmo tempo, mais de um par de 
primers, ocorrendo portanto a coamplifica^ao de dois ou 
mais alvos diferentes. 33 

No Quadra 24.2 sao apresentados os resultados de diferen¬ 
tes avalia^oes de PCR com base na amplifica^ao do gene da 
subunidade 18S do rRNA. 

PCR em tempo real quantitative 

A PCR em tempo real quantitative (PCR-TRQ) e uma 
tecnica que usa corantes que se ligam ao DNA, como SYBR s 


Green, ou sondas moleculares marcadas com corantes fluo- 
rescentes. Os amplicons podem ser quantificados pelo sinal 
emitido apos cada ciclo de PCR e os resultados quantificaveis 
podem ser gerados em menos de 3 h para multiplas amos- 
tras simultaneamente. Alem de permitir quantifica^ao, este 
metodo tem a vantagem de que nenhum manuseio da amostra 
precisa ser feito, uma vez que esta e adicionada a mistura da 
rea^ao, reduzindo assim a possibilidade de contamina^ao. 

Diversos PCR-TRQ tem sido desenvolvidos e avaliados no 
diagnostico da malaria e, em geral, mostram otimo desem- 
penho em sensibilidade e especificidade, alem da vantagem 
de permitir a quantifica^ao do DNA de P falciparum. No 
Quadra 24.3 estao resumidos os resultados de avalia^oes em 
campo de algumas variaveis de PCR-TRQ. 

Numerosos metodos de PCR foram desenvolvidos, porem, 
existe muita variabilidade na implementa^ao desses ensaios 
entre os laboratories com consequente varia^ao nos parame- 
tros de sensibilidade e especificidade. Resultados diferentes 
para a mesma amostra de pacientes podem resultar da varia¬ 
bilidade intrinseca na sensibilidade do ensaio ou da calibra^ao 
usando diferentes reagentes, que nao tenham sido devida- 
mente padronizados. Atenta a essa situa^ao, a OMS desen- 
volve padroes internacionais a serem usados em ensaios com 
base em tecnologia de acido nucleico para o diagnostico de 
diferentes infec^oes, principalmente virais, como as hepatites, 
e recentemente estabeleceu um padrao internacional tam- 
bem para o diagnostico de DNA de P. falciparum (estocado 
no Institute Nacional para Padroes Biologicos e Controles - 
NIBSC code number 04/176). 22 O uso desses padroes interna¬ 
cionais asseguraria a implementa^ao consistente dos ensaios 


Quadra 24.3 ■ Resultados de estudos de campo de diferentes variaveis da PCR em tempo real quantitative com base na amplificado do gene 
da subunidade 18S do rRNA de Plasmodium. 


Resultados | N° de amostras positives 


Ensaio de PCR-TRQ 

Estudo 

Espedes de Plasmodium 
detectadas 

Popula;ao 

(N) 

Outros metodos 

PCR-TRQ 

SondaTaqMan 

Quenia 45 

Pf 

2139 

GE: 265/2.139 

TR: 237/941,72/283 
Nested-m. 1.070/1.939 

738/2.009 

Sondas de 
hibridizado FRET 

Tailandia 46 

Genera e Pf, Pv, Pm, Po 

297 

GE: 292 

284 

SYBR* Green 

EUA,Maiasia, 

Mianmar, Tailandia 47 

Pf, Pv, Pm, Po 

358 

GE: 76 

74 

Real-time QT-NASBA 

Quenia, Tanzania 49 

Genera 

338 

GE: 63 

TR: 64/338,62/338,69/184 
Nested-PCR: 94 

91 

SYBR’Green 

Tailandia Ocidental 49 

Pf, Pv, Pm, Po 

136 

GE: 89 

PCR conventional: 91 

Nested-PCR: 91 

91 

SondaTaqMan 

Brasil 50 

Pf, Pv, Pm, Po 

64 

GE: 33 

TR: 20/28 

PCR conventional: 33 

33 

SondaTaqMan 

Guiana Francesa 51 

Pf, Pv, Pm 

263 

GE: 1 88 M 

Nested-PCR: 1 89 

189 

SondaTaqMan 

Malasia 52 

P. knowlesi 

40 P. knowlesi 

67 outras espedes de 

Plasmodium {31 Pf, 23 Pv, 6 Po, 3 
Pm, 1 PmlPo, 1 PflPm, 1 Pi, 1 Pc) 

Nested-PCR: 40 

40 e negativo em 
todas as amostras de 
outras espedes 


Pf=Rfafdparum t Pv-Rvim t Pm = R malariae, Po = P.cvaie. GE = goto espessa; S = sensibilidade; E = espedfiddade; VPP = valor preditrvo positive; VPN = valor preditlvo negaiEvo; TR = teste rapldo imunocromatografico. Adaptado 
de Bourgeois etaL * 4 
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nos diferentes laboratories, permitiria compara^ao entre labo¬ 
ratories, providenciaria materials para valida^ao dos ensaios 
e, principalmente, disponibilizaria padroes secundarios para 
monitorar os ensaios. 

- Metodos para detec^ao de componentes 
antigenicos plasmodiais 

A pesquisa de antigenos plasmodiais no soro de pacientes 
com malaria foi descrita inicialmente por McGregor et a/., 53 
utilizando dupla difusao em gel de agar. A partir de entao, 
diferentes tecnicas para detec^ao de componentes antigenicos 
plasmodiais foram padronizadas e avaliadas, como varia^oes de 
radioimunoensaio (RIE) e enzimaimunoensaio (EIE) (meto¬ 
dos de competi^ao, competi^ao com anticorpos anti-idiotipos, 
duplo-anticorpo com anticorpos monoclonais, duplo-anticorpo 
com anticorpos monoclonais e policlonais, DOT-EIE e outros) e 
o teste rapido imunocromatografico (TR). Em geral, esses meto¬ 
dos apresentam bons limiares de detec^ao in vitro, mas, quando 
aplicados em amostras de pacientes, os resultados sao inferio- 
res ou comparaveis aos da gota espessa. Ainda, o RIE apresenta 
desvantagens adicionais como o uso de material radioativo, alto 
custo e vida media curta dos isotopos radioativos. 

Possiveis razoes para a baixa sensibilidade e tambem para a 
nao correla^ao entre o grau de parasitemia e os resultados obti- 
dos nos testes para pesquisa de componentes antigenicos sao: 

■ Quando a infec^ao progride, anticorpos produzidos contra 
antigenos plasmodiais formam imunocomplexos resultando 
no clareamento dos antigenos da circula^ao sanguinea 

■ Diversidade antigenica dos estagios eritrociticos dos plas¬ 
modios 

■ Capacidade de liga$ao dos anticorpos monoclonais utiliza- 
dos para captura dos antigenos, pois varia^oes qualitativas 
ou quantitativas dos epitopos reconhecidos pelos anticor¬ 
pos monoclonais em diferentes isolados podem afetar a 
liga^ao 

■ Varia^ao no estagio de desenvolvimento dos parasitos 
encontrados nas amostras de sangue, principalmente para 
malaria vivax, que levam a conteudos de proteinas diferen¬ 
tes qualitativa e quantitativamente. 

Alguns fatores do antigeno-alvo devem ser considerados 
para o desenvolvimento desses testes, como: 

■ Nao persistencia na circula^ao na ausencia do parasito 

■ Ser abundante 

■ Nao apresentar grande diversidade genetica 

■ Ser estruturalmente diferente de antigenos nao plasmodiais 
possivelmente encontrados no sangue 

■ Ser comum a to das as especies de plasmodios humanos 
(pan-especifico), dependendo do objetivo do teste. 


O desenvolvimento de testes imunocromatogrdficos ou rapi- 
dos (TR) representou um avan^o no diagnostico da malaria, 
principalmente em regioes onde e dificil manter um diagnos¬ 
tico microscopico de qualidade. Os TR foram idealizados com 
base na detec^ao de antigenos derivados de parasitos da mala¬ 
ria, liberados apos lise das hemacias, por anticorpos monoclo¬ 
nais e/ou policlonais. Os primeiros TR foram desenvolvidos 
com a finalidade de diagnosticar infec^oes por P. falciparum 
em sangue total, por meio da detec^ao de uma proteina espe- 
cifica desta especie, a proteina rica em histidina 2 (P/HRP2). 
Posteriormente, surgiram outras apresenta^oes, com base na 
detec^ao de enzimas do parasito, como varios subtipos da lac- 
tato desidrogenase de Plasmodium (plDH) e a aldolase. 

A P/HRP2 e uma proteina hidrossoluvel composta por uma 
serie de sequencias repetitivas de aminoacidos, produzida por 
estagios assexuados e gametocitos j ovens, sendo observada em 
isolados de P. falciparum de diferentes continentes. To das as 
cepas adaptadas em cultura expressam essa proteina, sendo 
detectada in vitro no sobrenadante de cultura de parasitos sin- 
cronizados de duas a oito horas depois do desenvolvimento de 
aneis, e ativamente secretada no sangue, como um antigeno 
soluvel em agua, mesmo durante o sequestra das hemacias 
infectadas na vasculatura. Durante o ciclo eritrocitico, a quan- 
tidade de P/HRP2 liberada in vitro continua aumentando, 
com uma grande quantidade sendo liberada no momento da 
ruptura dos esquizontes. A enzima glicolitica lactato desidro¬ 
genase (plDH) e produzida pelas formas assexuadas e sexua- 
das de Plasmodium e pode ser detectada por anticorpos que 
se ligam a epitopos comuns a todas as especies (plDH-pan) 
ou especificos para a plDH de uma especie em particular {P. 
falciparum [pJDH-Pfl, P. vivax [plDH-Pv]), especifica para 
todas as especies excluindo P. falciparum , ou seja P. vivax , P. 
ovale e P. malariae (pJDH-Pvom). Como e produzida apenas 
por parasitos vivos, os niveis de plDH acompanham a para¬ 
sitemia per if erica, sendo portanto, um bom marcador para 
seguimento de infec^ao ativa. A aldolase e uma enzima encon- 
trada na via glicolitica de todas as especies de Plasmodium. 
No Quadra 24.4 sao apresentadas as especies que podem ser 
detectadas dependendo dos antigenos-alvo do TR. b4 

Os testes rapidos para malaria podem ser encontrados 
em quatro formatos diferentes: cassete, dipstick, cartao ou 
hibrido, que combina diferentes elementos (apresentados na 
Figura 2.18, Capitulo 2). 

Em geral, esses testes empregam um suporte de nitrocelu- 
lose sensibilizado com anticorpos monoclonais ou policlonais 
direcionados contra antigenos parasitarios, como a P/HRP2, 
plDH e aldolase de Plasmodium. Os testes rapidos sao de sim¬ 
ples execu^ao, facil interpreta^ao, revelam os resultados em 
aproximadamente 15 min e podem ser armazenados em tem- 
peratura ambiente. De modo geral, o procedimento envolve os 
seguintes passos: o sangue e coletado apos pun^ao digital, em 


Quadra 24.4 ■ Antigenos-alvo dos testes rapidos para o diagnostico da malaria. 


plDH 


Espedes de plasmodios HRP2 pIDH-Pf pIDH-Pan pIDH-fVo/n pIDH-fV Aldolase 


P. falciparum 

X 

X 

X 



X 

P vivax 



X 

X 

X 

X 

P. malariae 



X 

X 


X 

P. ovale 



X 

X 


X 


HRP2 = pretefna rica em htstidina 2; plDH = lactato desidrogenase de Plasmodium; Pf = R falciparum; Pvom = R vim ; R ovate e P. malariae; Pv=P. vivax ; Pan = todas as especies de Plasmodium. Adaptado de WHO, 2011 ^ 








292 


Diagnostic® Laboratory I 


tubo microcapilar contendo ou nao anticoagulante; a amos- 
tra e misturada a um tampao de lise e a um anticorpo especi- 
fico, marcado com ouro coloidal ou rodamina, formando um 
complexo antigeno-anticorpo marcado, nos casos positivos. 
Alguns testes apresentam o anticorpo marcado depositado na 
fita de nitrocelulose, e somente a solu^ao de lise e adicionada 
ao sangue. O complexo migra por capilaridade, de encontro 
a linha ou as linhas de captura do antigeno por um anticorpo 
especifico e a uma linha controle, na qual outro anticorpo cap- 
tura o anticorpo marcado. 

Esses testes apresentam algumas vantagens em rela^ao 
a gota espessa, pois dispensam o uso de microscopios, nao 
exigem pessoal qualificado e podem ser utilizados em areas 
remotas, sem infraestrutura laboratorial e sem eletricidade. 
Como esses testes detectam antigenos circulantes, podem ser 
uteis no diagnostico de malaria por P. falciparum, quando os 
parasitos estao aprisionados em capilares profundos ou em 
placenta e a gota espessa resulta negativa. Porem, apresen¬ 
tam algumas desvantagens: nao sao quantitativos, sao pouco 
sensiveis em baixas parasitemias, sao incapazes de diferenciar 
entre formas assexuadas e sexuadas, podem resultar positivos 
mesmo apos o clareamento parasitario devido aos antigenos 
circulantes que podem persistir na corrente circulatoria, alem 
de apresentarem custo maior que o da gota espessa. 

O ParaSight®-F foi o primeiro teste imunocromatografico 
descrito, 55 sendo utilizados dois anticorpos, um monoclonal e 
um policlonal marcado com rodamina, para revelar a ocorren- 
cia da P/HRP2 no sangue de portadores de malaria por P. falci¬ 
parum. Diversos estudos foram realizados com este teste. 56 ' 57 

OICT Malaria Pftambem pesquisa P/HRP2, porem difere 
no reagente utilizado para marcar o anticorpo anti-P/HRP2, 
neste caso o ouro coloidal, e na apresenta^ao em cartao, bas- 
tante apropriada para uso em campo. Porem, o desempenho 
do ICT Malaria Pf mostrou-se inferior ao do ParaSight®-F. 58 
O ICT Malaria PflPv detecta a P/HRP2 e um antigeno gene- 
ro-especifico pan-malarico, presente nas quatro especies de 
Plasmodium de humane s. Porem, nao e capaz de diferenciar 
entre infec^oes causadas por P. vivax/P. malariae/P. ovale. 59 

Em estudo utilizando isolados de cultura de P. falciparum, 
o Malar-Check® Pf foi capaz de detectar 80 parasitos/mm 3 , 
enquanto a gota espessa detectou 10 parasitos/mm 3 . Com iso¬ 
lados de campo, este teste apresentou sensibilidade de 97,4% 
e especificidade de 88,5%. O teste, com base na detec^ao de 
P/HRP2, nao mostrou rea^oes cruzadas com soros positivos 
para fator reumatoide. 60 

O OptiMAL Rapid Malaria Test detecta isoformas daplDH. 
Uma isoforma e especifica para P falciparum e a outra ocorre 
nas quatro especies de plasmodios humanos. 61 Entretanto, 
diversos autores relataram baixa sensibilidade. 62 Alem deste 
aspecto, o teste nao permite distinguir P. vivax/P. malariae/P. 
ovale em infec^ao associada a P falciparum , devido a rea^ao 
cruzada com a banda pan-especifica. 

Embora sejam adequados para o diagnostico em areas 
remotas por sua simples exequibilidade, todos esses testes 
mostram grande varia^ao em sua sensibilidade e especifici¬ 
dade, como foi demonstrado por varios autores, de diferentes 
regioes. 59,62,63 Os resultados com os testes que detectam especi- 
ficamente P. falciparum mostram sensibilidade maior que 90%, 
geralmente em amostras de sangue com parasitemias acima 
de 100 parasitos/mm 3 , decaindo para 80 a 90% em densida- 
des parasitarias abaixo disso. 64 Alem disso, resultados falso- 
positivos podem ocorrer devido a antigenos circulantes que 
sao detectados mesmo apos a cura parasitologica e ao fator 
reumatoide no plasma. Outra desvantagem e a possibilidade 


de resultados falso-negativos em altas parasitemias, devido ao 
excesso de antigeno. 

Alguns autores afirmam que os testes para detec^ao de mala¬ 
ria nao falciparum por meio da plDH podem ser tao sensiveis 
para o diagnostico de P. vivax como de P. falciparum, 61 ’ 65 con- 
trariamente aos testes que detectam o antigeno pan-malarico, 
que exibem baixa sensibilidade no diagnostico de P. vivax . 59 

Nos testes que detectam plDH nao tern sido observados 
resultados falso-positivos devido a permanencia de antigenos 
circulantes, 61 os quais poderiam ser usados para acompanhar 
o clareamento parasitario pos-tratamento. Porem, um estudo 
utilizando OptiMAL Rapid Malaria Test para avalia^ao da efi- 
cacia do quinino, em pacientes semi-imunes, mostrou positi- 
vidade do OptiMAL Rapid Malaria Test, quando a gota espessa 
apresentava apenas gametocitos de P. falciparum. O acompa- 
nhamento dos pacientes mostrou que nao houve retorno da 
parasitemia assexuada e, portanto, os autores sugeriram ser o 
gametocito um potente produtor de plDH, exigindo cuidado 
na avalia^ao dos resultados pos-terapeutica. 66 

Os testes rapidos tern a^ao adjuvante no diagnostico da 
malaria no monitoramento de resposta a terapeutica antimaid - 
rica utilizada, no diagnostico em viajantes febris apos retorno 
de regioes endemic as, na triagem de doadores de sangue e na 
detec^ao de malaria com transmissao congenita. 

A op^ao pelo uso das diferentes apresenta^oes dos testes 
rapidos varia em fun^ao das situates especificas exigidas no 
diagnostico da malaria. No monitoramento de respostas a tera- 
pia antimalarica, os testes que detectam as isoformas plDH 
mostram-se mais adequados, pois esta enzima so esta ativa em 
parasitos viaveis. No entanto, e preciso considerar que a produ- 
^ao pode estar relacionada com a existencia de formas sexua¬ 
das, que nao respondem pela manifesta^ao clinica da doen^a, 
mas sao importantes na transmissao. Para estabelecer essa 
diferencia^ao, e aconselhavel, sempre que possivel, a realiza^ao 
concomitante da gota espessa. Os testes que combinam a detec- 
^ao de P/HRP2 e aldolase sao mais apropriados para o diagnos¬ 
tico de viaj antes que apresentem febre apos retorno de areas 
endemicas de malaria, visto que possibilitam a detec^ao de P 
falciparum alem das outras especies, em um mesmo teste. 

Estudos mostram que os testes imunocromatograficos 
podem revelar uma rea^ao falso-positiva em pacientes com 
fator reumatoide, 6/ o qual se caracteriza por autoanticorpos 
dirigidos contra determinantes antigenicos de moleculas de 
IgG e geralmente esta associado a artrite reumatoide. Tambem 
e encontrado em infec^oes virais, parasitarias, bacterianas e em 
algumas doen^as tropicais, nas quais ha estimula^ao antigenica 
cronica. Um estudo reahzado para avaliar o desempenho dos 
testes ICT Malaria P/(P/HRP2) e OptiMal It (plDH) em pacien¬ 
tes que apresentaram febre apos retornarem de area endemica 
revelou rea^ao cruzada com fator reumatoide. A rea^ao cruzada 
com soro positivo para fator reumatoide ocorreu em 6,6% com 
o teste ICT Malaria Pf e em 3,3% com o OptiMal It. A rea^ao 
cruzada ocorreu devido a produ^ao, pelos pacientes com doen- 
9 as reumaticas, de autoanticorpos IgG, que, ao se ligarem ines- 
pecificamente com os anticorpos fixados na fita de nitrocelulose, 
revelaram resultado falso-positivo nos testes com base tanto na 
detec^ao da proteina P/HRP2 como da enzima plDH. 66 

Ate o momento nao ha disponivel um tipo de teste imuno¬ 
cromatografico capaz de diferenciar entre P vivax, P malariae 
e P. ovale. Se, por um lado, a impossibilidade de distin^ao entre 
estes tres agentes etiologicos da malaria benigna nao acarreta 
importantes consequencias para a escolha da terapeutica espe¬ 
cifica, por outro lado compromete a avalia^ao epidemiologica 
da distribui^ao das especies em cada regiao. 
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Outro desafio relacionado com os testes rapidos e tornados 
mais acessiveis economicamente, visto que o custo da micros- 
copia e de US$ 0,20 a US$ 0,40 por unidade de diagnostico, 
enquanto o pre^o dos testes rapidos varia de US$ 0,60 a US$ 1. 

A P/HRP2 apresenta maior estabilidade que a plDH, como 
comprovado em varies estudos. Por outro lado, a plDH tem 
a propriedade de detectar diferentes especies de Plasmodium, 
sendo mais util onde nao ha predominance de P. falcipa¬ 
rum. A acuracia do diagnostico com base nos testes rapidos 
depende da qualidade do produto, das conduces de armaze- 
namento e transporte, bem como da capacidade do professio¬ 
nal para realizar e interpretar a rea^ao. Altas temperaturas, 
comuns em areas endemicas para malaria, influenciam muito 
o desempenho dos testes rapidos, acarretando diminui^ao da 
sensibilidade. Recentemente foram relatadas falhas no diag¬ 
nostico de malaria por P. falciparum no Peru e no Brasil com 
teste rapido para detec^ao de P/HRP2 causadas por dele^ao 
dos genes p_/HRP2 e p/HRP3, encontrada em 41 e 70% nas 
amostras analisadas, respectivamente.^ 

Considerando as caracteristicas inerentes aos diversos tes¬ 
tes rapidos, os antigenos-alvo e suas propriedades, vantagens 
e desvantagens, seu uso deve ser fundamentado em rigidos 
criterios e em situates espedficas, para que nao haja compro- 
metimento do diagnostico da malaria. 

O numero de TR disponiveis no mercado tem crescido 
rapidamente desde a sua intro du^ao no final da decada de 
1990. Estima-se que cerca de 60 fabricantes produzam mais 
200 tip os de TR e que tenham sido comercializados entre 50 
e 70 milhoes de testes em 2008 e 90 milhoes em 2009. Como 
a qualidade dos produtos varia muito, as agendas responsa- 
veis pela aquisi^ao enfrentam problemas na escolha de TR 
de qualidade assegurada e com desempenho diagnostico ele- 
vado. 70 

Deste modo, em 2006, a OMS em colabora^ao com o Special 
Programme for Research and Training in Tropical Diseases 
(TDR) e a Foundation for Innovative New Diagnostics (FIND) 
lan^aram um programa para avalia^ao dos TR disponiveis no 
mercado. Inicialmente, foram testados 68 produtos, dos quais 
22 para P. falciparum, 39 distinguindo P. falciparum e nao P. 
falciparum, seis para P. falciparum e nao P. falciparum sem 
distin^ao entre eles, e um para P. vivax. Varios TR detectam 
parasitemias baixas (200 parasitos/p^), apresentam alta espe- 
cificidade, sao estaveis a temperaturas tropicais, sao de facil 
execu^ao e detectam P. falciparum, P. vivax ou ambos. Para 
P. falciparum, a maior taxa de detec^ao foi obtida com o anti- 
geno HRP2, mas alguns testes para plDH tambem foram efi- 
cientes. No total, 26 produtos alcan^aram os criterios da OMS 
para licita^ao e estao listados no WHO WebBuy. Esses resul- 
tados foram publicados, formando uma base para os criterios 
de aquisi^ao da OMS e das agendas governamentais. Com 
base nesses resultados, a OMS recomenda os testes que tive- 
ram bom desempenho para os locais onde nao se dispoe de 
microscopia efidente. 70 

- Metodos para detec^ao de anticorpos 

Na infec^ao por plasmodios, o hospedeiro vertebrado pro- 
duz anticorpos de diferentes especificidades. A maioria desses 
anticorpos nao e dirigida contra componentes antig£nicos dos 
plasmodios, mas sao anticorpos heterofilos ou autoanticorpos 
contra hemacias, linfocitos, complemento, ou fator reumatoide 
e fatores antinucleares. Essa reatividade nao especifica ocorre 
provavelmente pela a^ao mitogenica de antigenos soluveis de 
plasmodios que leva a ativa^ao policlonal de linfocitos B. 


Os anticorpos especificos podem ser dirigidos contra anti¬ 
genos dos diferentes estagios do plasmodio: 

■ Anticorpos contra antigenos do estagio eritrocitico assexu- 

ado 

■ Anticorpos contra antigenos do estagio de esporozoito 

■ Anticorpos contra antigenos do estagio sexuado (gameto- 

citos). 

Anticorpos contra antigenos do estagio 
eritrocitico assexuado 

Os anticorpos sao mediadores importantes da imunidade 
adquirida a malaria, como evidenciado em modelos expe- 
rimentais e estudos de transmissao passiva, em que os anti¬ 
corpos de individuos imunes foram usados no tratamento 
de pacientes com malaria grave. 71 Apos varias exposi^oes ao 
Plasmodium, os individuos desenvolvem imunidade efetiva 
que controla a parasitemia e reduz os sintomas e as compli¬ 
cates. 

Anticorpos contra antigenos do merozoito sao considera- 
dos importantes na prote^ao por meio da inibi^ao da invasao 
das hemacias, opsonizaqao dos merozoitos para fagocitose e 
inibiqao celular dependente de anticorpos. 71 

As proteinas de superficie dos merozoitos (MSP) parecem 
estar envolvidas na liga^ao inicial deste a superficie da hema- 
cia (p. ex., MSP1), e o antigeno 1 da membrana apical (AMA1) 
tem sido implicado na reorienta^ao apical do merozoito antes 
da invasao. As proteinas de liga^ao as hemacias, presentes nas 
organelas apicais (p. ex., EBA175, EBA181, EBA140) tambem 
sao necessarias para a invasao. Ha numerosas proteinas de 
superficie cuja fun^ao nao e conhecida, como MSP2, MSP3, 
MSP4 e proteina rica em glutamato (GLURP). 

A MSP 1 esta presente em todas as especies de Plasmodium. 72 
Apresenta de 180 a 230 kDa, sendo a precursora de varias 
proteinas importantes da superficie dos merozoitos. Os anti¬ 
corpos que reconhecem a MSP 1 normalmente estao presentes 
nas infec^oes por Plasmodium. Estudos feitos em P. falciparum 
mostraram que a MSP1 (P/MSP 1) e uma glicoproteina com 
aproximadamente 200 kDa, sintetizada durante a esquizogo- 
nia como uma proteina unica presa a membrana plasmatica 
do parasito por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI). 
Durante o desenvolvimento do merozoito, essa proteina pre¬ 
cursora e clivada por proteases em quatro fragmentos princi¬ 
pals - MSP1 83 , MSP1 2 8, MSPljg e MSP1 42 - que ficam presos 
na superficie do parasito pelo fragmento de 42 kDa ligado a 
porqao GPI C-terminal (MSP1 42 ), sob a forma de um complexo 
de polipeptidios. Quando o merozoito e liberado, o fragmento 
MSP1 42 ligado a membrana sofre clivagem proteolitica secun¬ 
daria, originando o fragmento MSP1 33 da regiao N-terminal, 
que e soluvel, sendo liberado juntamente com o restante do 
complexo, e o fragmento MSP1 19 da regiao C-terminal, que 
permanece na superficie do merozoito durante a invasao, e 
carregado para a nova hemacia invadida. MSP1 19 e MSP1 42 sao 
candidates & vacina. 

Os merozoitos de R vivax expressam uma proteina de 
superficie equivalente a P/MSP1, conhecida como PvMSPl, 73 e 
seu mecanismo de processamento e semelhante ao da P/MSP 1. 
Recentemente, os genes MSP1 de P. ovale e P. malariae foram 
clonados e sequenciados 74 e a proteina MSP1 19 foi expressa em 
Escherichia coli. 75 

Metanalise de estudos de coorte mostrou que individuos 
com anticorpos IgG contra MSP1 I9 apresentavam 18% de 
redu 9 ao no risco de ter malaria sintomatica por P. falciparum 
em rela^ao aos nao respondedores. Individuos com anticorpos 
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IgG anti-MSP3-Ct tiveram risco de malaria sintomatica 54% 
menor que os sem anticorpos detectaveis. Anticorpos contra 
os antigen os AMA 1 e MSP3 tambem se mostraram protetores 
contra malaria sintomatica . 71 

Pesquisa de anticorpos contra antigenos do 
estagio eritrocitico assexuado 

A pesquisa de anticorpos contra antigenos do estagio eri¬ 
trocitico assexuado tern diferentes aplica^oes, dependendo da 
regiao considerada. Em areas em que a malaria nao e ende- 
mica, sua principal indica^ao esta na triagem de doadores 
em bancos de sangue, elucida^ao de casos clinicos indefini- 
dos, malaria criptica e detec^ao de assintomaticos, Em areas 
endemicas, sao uteis para medir o grau de endemicidade da 
doenc^a, delinear as zonas com transmissao e avaliar a eficien- 
cia de medidas de controle, tendo uma aplica^ao importante 
na avalia^ao das tendencias a longo prazo e nas mudan^as 
da transmissao da malaria, na complementa^ao de metodos 
malariometricos convencionais. 

Estes anticorpos sao produzidos de 1 a 14 dias apos o inicio 
da infeci;ao e sao detectaveis por periodos variaveis. Individuos 
que residiram em areas endemicas e contrairam malaria por 
repetidas vezes apresentam niveis de anticorpos elevados, que 
podem perdurar por longos periodos de tempo mesmo apos a 
cura. Testes imunoenzimaticos empregando antigenos nativos 
e recombinantes podem ser sensiveis e especificos na detec^ao 
de anticorpos circulantes, embora nem sempre se correlacio- 
nem com parasitemia, o que dificulta sua utiliza^ao para fins 
de diagnostico de rotina. 

Desde a decada de 1960, varios testes sorologieos (dram 
padronizados e utilizados para a pesquisa de anticorpos con¬ 
tra estagios eritrociticos de plasmodios, mas muitos desses 
nao sao mais utilizados. A adapta^ao e o desenvolvimento do 
cultivo in vitro de P. falciparum foi um grande avan^o para a 
obten<jao de antigenos apropriados para os testes sorologieos, 
pois antes do cultivo in vitro, os antigenos eram obtidos a par- 
tir do sangue de pessoas infectadas ou do sangue de animais 
infectados com especies heterologas de plasmodios. 

O teste de imunofluorescencia indireta (IFI) tern sido consi- 
derado referenda no sorodiagnostico e na soroepidemiologia 
da malaria. Nele sao utilizadas laminas de fluorescencia com 
suspensoes de hemacias infectadas integras como antigeno. 
Ferreira e Sanchez, introduzindo modifica^oes na tecnica, 
propuseram a otimiza^ao do teste IFI para normatiza^ao dos 
resultados , 76,77 Variaveis devem ser consideradas para a obten- 
^ao de resultados reprodutiveis, como: 

■ Fonte de antigeno (de preferencia, maior propor^ao de 

esquizontes) 

■ Prepara^ao e conserva^ao dos antigenos nas laminas 

■ Diluente dos soros 

■ Qualidade do microscopio e a fonte de ilumina^ao UV. 

Como alternativa a IFI, o teste imunoenzimdtico (enzyme 
linked immunosorbent assay - ELISA) para pesquisa de anti¬ 
corpos na malaria foi introduzido por Voller e Draper . 78 
Diferentes reagentes tern sido estudados para a solubiliza^ao 
e extra^ao de antigenos plasmodiais somaticos das hemacias 
infectadas, como solu^ao salina, NaOH, agentes caotropicos 
(p. ex., ureia) e detergentes (anfoteros, ionicos e nao ionicos). 
Tambem diferentes variaveis do ELISA tem sido padronizadas, 
metodo indireto, amplifica^ao com o sistema biotina-avidina- 
peroxidase e DOT-ELISA. Antigenos recombinantes e pepti- 
dios sinteticos de proteinas especificas do estagio eritrocitico 
tambem tem sido usados em ELISA. 


Varios estudos foram realizados empregando PvMSPl l9 e 
P/MSP 1 19 demonstrando que e a parte mais imunogenica da 
molecula e que os anticorpos especificos estao associados a 
episodios recentes de malaria 79 ' 81 e desempenham um impor¬ 
tante papel na imunidade a doen^a , 82 ' 84 sendo a unica regiao 
da MSP1 capaz de ter efeito de reforepo nas reinfec^oes. 

Empregando o teste ELISA com PvMSPl i9 na pesquisa de 
anticorpos IgG em pacientes primoinfectados por P vivax foi 
obtida sensibilidade de 90,9 a 95,9 %. 85,86 No Gabao, o ELISA 
com PfMSPl I9 forneceu positividade de 92,0 a 95,8%, em 
crian^as com malaria nao grave . 87 

MuerhofF et a/. 7s combinaram em um unico ensaio imu- 
noenzimatico proteinas recombinantes MSP 1 19 de P falcipa¬ 
rum , P vivax, P malariae e P ovale, demonstrando o aumento 
da eficiencia na deteeqao de anticorpos na malaria quando se 
empregam as especies de Plasmodium que ocorrem na regiao 
estudada. 

A tecnica de Western blotting, a qual permite a detec^ao de 
anticorpos com especificidade para diferentes proteinas, tam¬ 
bem tem sido utilizada no estudo da resposta imune humoral 
na malaria . 88 

Anticorpos contra antigenos do estagio eritrocitico sexuado 

Os anticorpos contra antigenos do estagio eritrocitico sexu¬ 
ado podem reduzir a prevalencia ou longevidade dos gameto- 
citos e tambem sua infectividade, impedindo a fertiliza^ao ou 
desenvolvimento dos zigotos no intestino do mosquito. Essa 
atividade de redu^ao da transmissao e observada em soros de 
individuos naturalmente expostos e tem sido correlacionada a 
anticorpos contra os antigenos P/s230 e Pfs48/45. Esses anti¬ 
genos sao expressos em gametocitos circulantes no sangue 
humano e na superficie dos gametas e estao envolvidos na fer- 
tiliza^ao dos macrogametocitos e dos microgametas, 

Diferentes testes sorologieos, como IFI, RIE e EIE, podem 
ser utilizados na detec^ao desses anticorpos. Na IFI, suspensao 
de gametas e utilizada como antigeno e no EIE e RIE, podem 
ser utilizados desde antigenos de gametas brutos a antigenos 
recombinantes ou peptidios sinteticos de proteinas especifi¬ 
cas, como P/48/45 e Pfl 30. Em estudo realizado na Tanzania 
em individuos com parasitemia, foram detectados anticorpos 
contra os antigenos das formas sexuadas Pfs230 e P/s48/45, 
em 20,7 e 15,2% das amostras, respectivamente. A prevalencia 
desses anticorpos aumentou com o tempo de exposi^ao aos 
gametocitos; a vida media era de aproximadamente tres meses 
e foi observada associa^ao forte entre prevalencia, concentra- 
<^ao dos anticorpos e atividade de redutjao da transmissao . 89 

Anticorpos contra esporozoitos 

Anticorpos antiesporozoito sao indicadores de transmis¬ 
sao e tem sido bastante usados em estudos epidemiologicos 
para estimar o nivel de malaria em areas endemicas. Sabe-se 
que pessoas que vivem nessas areas endemicas de malaria, 
expostas a infec^oes por esporozoitos, desenvolvem anticor¬ 
pos especificos para as sequeneias repetitivas de epitopos da 
proteina circunsporozoita (CSP ). 90 

A CSP e a principal proteina de revestimento do esporozoito, 
recobrindo to da a sua superficie, sendo encontrada, portanto, 
na fase pre-eritrocitica do ciclo. E expressa no esporozoito 
extracelular e nos estagios hepaticos intracelulares do para- 
sito. Apresenta uma regiao central composta por sequeneias 
repetidas de aminoacidos altamente imunogenicas e esta nas 
diferentes especies de Plasmodium, nao sendo encontrada em 
outros Apicomplexa. Devido a sua abundancia, localiza^ao 
superficial, imunogenicidade e importancia na invasao, a CSP 
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e uma das principals candidatas para o desenvolvimento de 
uma vacina pre-eritrocitica. 91 

As proteinas CSP das diferentes especies de Plasmodium 
tem caracteristicas estruturais comuns entre si, incluindo 
o peptidio sinalizador, um dominio central composto de 
sequencias repetidas de aminoacidos e uma regiao C-terminal 
hidrofobica. 92 

Pesquisa de anticorpos contra esporozoftos 

A pesquisa de anticorpos contra esporozoftos permite 
determinar as taxas de inocula^ao de mosquitos e estudar 
a evolu^ao desses anticorpos antiesporozoitos correlacio- 
nando prote^ao e diversidade individual da resposta imune. 
Anticorpos anti-CSP estao associados a intensidade de trans¬ 
missao e ao grau de exposi^ao, dependente da idade. 93 Para a 
pesquisa desses anticorpos, tambem os metodos de IFI, RIE e 
EIE tem sido os mais utilizados. Esporozoitos integros sao usa- 
dos como antigeno na IFI. Com o sequenciamento da proteina 
circunsporozolta (CSP) de diversas especies plasmodiais, pep- 
tidios sinteticos (lineares ou antigenos peptidios multiplos - 
MAP) e recombinantes foram produzidos e utilizados em RIE 
ou ELISA. 94 - 95 

- Testes funcionais do estado imune 

Varios testes funcionais estao disponiveis para avalia^ao do 
estado imune de um individuo ou de populates, como: 

■ Inibi^ao da invasao de hepatocitos pelo esporozoito 

■ Inibi^ao do desenvolvimento do estagio hepatico 

■ Determina^ao da imunidade celular, por linfoprolifera^ao, 
dosagem de citocinas ou pela determina<;ao de prote^ao de 
anticorpos dependente de celulas T 

■ Avalia^ao de imunossupressao 

■ Fenotipagem de celulas 

■ Analise da sintese de fatores de crescimento e receptores 

■ Analise de fun^oes efetoras mediadas por celulas 

■ Inibi^ao da forma^ao de rosetas 

■ Inibi^ao de invasao de hemacias pelo merozoito 

■ De terminal ao da atividade respiratoria de neutrofilos 
dependente de anticorpos. 

- Metodos para pesquisa do esporozoito 
no mosquito 

Em ultima analise, a transmissao da malaria depende da 
taxa de inocula^ao de esporozoitos pelos mosquitos vetores. 
Portanto, a determina^ao da ocorrencia de esporozoitos nas 
glandulas salivares dos mosquitos Anopheles capturados na 
natureza e um fator importante em estudos epidemiologicos 
em areas endemicas de malaria e na concep^ao de medidas de 
controle. Varios metodos estao disponiveis, como: 

■ Detec^ao de esporozoitos por microscopia direta apos dis- 
sec^ao ou apos isolamento em gradiente de densidade, fil- 
tra^ao em membrana ou centrifuga^ao de gradiente 

■ Detec^ao de antigenos por metodos imunologicos usando 
anticorpos monoclonais contra a CSP das diferentes espe¬ 
cies de Plasmodium 

■ Detec^ao de material genetico de Plasmodium por metodos 
moleculares, como a PCR. 

O metodo classico para pesquisa de esporozoitos no mos¬ 
quito consiste na dissec^ao de glandulas salivares e exame 
microscopico. No entanto, a dissec 9 ao da glandula salivar e 


impraticavel quando um grande numero de mosquitos deve 
ser processado. Alem disso, exige grande experiencia do labo- 
ratorista e gradualmente da lugar a metodos de mais facil 
padroniza^ao e automa^ao. 96 

A pesquisa da proteina CS utilizando anticorpos monoclo¬ 
nais foi introduzida como uma alternativa ao exame micros- 
copico. Apresenta sensibilidade e especificidade elevadas e 
permite a quantifica^ao dos parasitos. Tem sido aceita como 
padrao-ouro na identifica^ao de plasmodios em mosquitos. 
Entretanto, exige a utiliza^ao de varios anticorpos monoclo¬ 
nais, pois a CSP pode variar em fun^ao da area geografica. 
Dependendo do estudo, a sensibilidade varia entre 200 e 400 
esporozoitos 97 - 50 esporozoitos por mosquito. 98 

O VecTest* Malaria e um teste imunocromatografico para 
detec^ao de esporozoitos em mosquitos, que apresenta a van- 
tagem de permitir leitura visual apos 15 min. E semelhante ao 
CS-ELISA e detecta epitopos especificos da proteina CS de P. 
falciparum e P. vivox. 98,99 

Nos ultimos anos, a PCR tem sido muito utilizada para 
amplificar sequencias especificas de DNA de Plasmodium para 
a detec^ao de esporozoitos nos mosquitos e tem se mostrado 
um metodo mais sensivel para o diagnostico das quatro espe¬ 
cies de parasitos da malaria humana, tendo sido empregada 
em varios estudos de campo. 96,100 ’ 101 

A tecnica de PCR multiplex pode detectar menos de 10 
esporozoitos nas glandulas salivares dos anofelinos, alem de 
diferenciar, em uma unica amplifica^ao, as quatro principals 
especies de Plasmodium no caso de infec^oes simples ou mis- 
tas. 102 A Cytb-PCR tambem pode detectar 10 esporozoitos. 101 
A nesfed-PCR pode detectar tres esporozoitos por mosquito. 103 
A PCR em tempo real apresenta resultados promissores. 104 

► Malaria transmitida por transfusao 

O primeiro caso de malaria transmitida por transfusao 
(MTT) foi relatado em 1911, 105 permanecendo no contexto 
mundial como uma das infec^oes induzidas mais comuns. 6 A 
MTT pode ocorrer a partir de hemacias, plaquetas, concentra- 
dos de leucocitos e crioprecipitados, nao tendo sido relatado 
caso a partir de plasma congelado. Os parasitos da malaria 
podem sobreviver em hemacias estocadas entre 2 e 6°C por 
ate tres semanas, sendo o inoculo estimado nas transfusoes de 
1 a 10 parasitos por unidade de sangue. 

Considerando as areas endemicas e nao endemicas, dife¬ 
rentes estrategias devem ser seguidas no controle da MTT. Em 
areas endemicas, a triagem dos doadores pode ser realizada 
por meio da gota espessa corada pelo Giemsa, por testes rapi- 
dos para a pesquisa de antigenos ou pela PCR. 6 Em areas nao 
endemicas, a triagem por meio de questionario para identificar 
individuos com risco de transmitir malaria, excluindo aqueles 
que relatem ter viajado para ou procedam de areas endemi¬ 
cas, pode permitir a coleta de sangue de um paciente com a 
doen^a, devido a falhas de informa^ao por parte do candidato 
a doa^ao. 6 Alem disso, o escasso conhecimento sobre a malaria 
em areas sem transmissao ativa e a desinforma^ao com rela^ao 
a distribui^ao geografica da enfermidade podem determinar 
equivocos na triagem epidemiologica por questionario s. 106 
Embora este tipo de triagem nao seja suficiente para sele^ao 
do doador, ela e importante e deve contemplar aspectos como: 
deslocamentos ou residencia pregressa em area endemica; 
periodo de residencia em area de malaria, visto que, quanto 
maior o tempo de residencia, maior a imunidade e possibili- 
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dade de casos assintomaticos; periodo fora da area de malaria, 
que deve ser, no mmimo, de seis meses; historia de malaria 
anterior. 

No Brasil, a regulamenta^ao para bancos de sangue que 
esta em vigor e a Resolu^ao RDC n B 153, de 14 de junho 
de 2004, da Anvisa, publicada no Diario Oficial da Unido; 
Poder Executivo, de 24 de junho de 2004. 107 A inabilita^ao 
para o ato de doar sangue deve ocorrer segundo os crite- 
rios estabelecidos a partir da incidencia da doen^a no local, 
usando-se como criterio de referenda o in dice parasitario 
anual - IPA - fornecido por orgao oficial. Nas areas ende- 
micas devem ser rejeitados do adores que tiveram malaria 
nos ultimos 12 meses precedentes a doa^ao, os procedentes 
de areas de alto risco, os individuos febris e os suspeitos de 
terem tido malaria nos ultimos 30 dias. Nas areas de medio 
e baixo risco sao aceitos os doadores que apresentaram gota 
espessa ou teste rapido negativos. Nas areas nao end ^mi¬ 
cas devem ser excluidos os doadores com deslocamento 
para areas de transmissao ativa nos seis meses precedentes 
a doaqao e os que tiveram malaria ou residiram em areas 
endemicas nos ultimos tres anos. Porem, nenhum teste e 
recomendado. Doadores que relatem infec^ao por P mala- 
riae devem ser permanentemente excluidos tanto nas areas 
end&micas como nao endemicas. 

A MTT estd diretamente relacionada com doadores 
semi-imunes, com baixos niveis de parasitemia e ausencia 
de sintomas. Como resultado da persistencia assintomatica 
dos parasitos, foi documentada a transmissao, 53 anos apos 
a ultima exposi^ao por P. malariae > 27 anos por P. vivax e 
13 anos por P. falciparum. 108 Nos ultimos 10 anos foram 
notificados varios casos de MTT, sendo dois na Franca ; 109 
dois na Italia; quatro em Sao Paulo (Brasil); 110 ' 112 ; um nos 
EUA ; 113 um na Republica da Coreia ; 114 um na Sui^a; e um 
no Reino Unido . 113 De acordo com a rede de hemovigi- 
14ncia da Franca e do Reino Unido, nenhum dos casos de 
MTT foi devido a falhas na triagem sorologica, realizada 
de rotina em ambos os paises. Nos quatro casos de MTT 
ocorridos em Sao Paulo, portadores assintomaticos doa- 
ram sangue, resultando em contaminaqao dos receptores 
e um obito por P. malarias. 111 ' 112 Nenhum dos doadores 
relatou viagem a regiao Amazonica, mas todos apresenta- 
vam deslocamentos por regioes de Mata Atlantica, onde 
ocorrem casos esporadicos de malaria autoctone com bai- 
xas parasitemias. 

Kitchen e Chiodini 6 recomendam o emprego do teste 
imunoenzimatico ELISA, juntamente com uma entrevista 
do doador, como metodo de triagem para malaria em 
areas nao endemicas. Individuos que residiram em areas 
endemicas e contrairam a doen^a repetidas vezes tern 
niveis de anticorpos elevados, que podem perdurar por 
longos periodos de tempo mesmo apos a cura. Esses indi¬ 
viduos seriam excluidos da doa^ao, criterio que confere 
maior seguran^a a triagem, pois testes sorologicos apre- 
sentam boa sensibilidade em individuos imunes, que sao 
os doadores de risco, pois podem estar pauciparasitados e 
assintomaticos . 116 

Bancos de sangue de paises nao endemicos tem discutido 
medidas para prevenqao da MTT. Em alguns paises, doado¬ 
res que tenham tido malaria no passado, vivido ou viajado 
para areas endemicas sao excluidos definitivamente da doa- 
9 S 0 . Em outros, a elegibilidade e restaurada se nao forem 
detectados anticorpos apos o periodo estabelecido de rejei- 
$ao do doador. 


Desde 1986, a Franca vem adotando autoexclusao, questio- 
nario, entrevista clinica e triagem sorologica como estrategia 
na sele^ao de doadores, levando a redu^ao de 5 a 10 vezes no 
numero de casos. De acordo com as redes de hemovigilan- 
cia da Franqa, nenhum caso de MTT foi decorrente de falhas 
nos testes sorologicos . 109 Australia, Reino Unido, Dinamarca, 
Finlandia e Nova Zelandia tambem utilizam como rotina 
a triagem sorologica para malaria em doadores de risco. Os 
casos de sorologia positiva sao confirmados por testes rapi- 
dos na Nova Zelandia e por NAT (testes para acidos nucleicos) 
no Reino Unido, onde nao houve nenhum caso de MTT nos 
ultimos cinco anos . 113 Atualmente, bancos de sangue de varios 
paises nao endemicos estao estudando a ado^ao da sorologia 
para malaria . 109 

Portanto, uma estrategia adequada para minimizar o 
risco de malaria transfusional em areas nao endemicas e 
a combina^ao de metodos adequados de seleqao e exclu- 
sao de doadores, associados a triagem de anticorpos para 
malaria. Os testes sorologicos preferencialmente utilizados 
atualmente sao ELISA com antigenos recombinantes ou 
extratos de P. falciparum e P. vivax , e IFI. Recentemente foi 
desenvolvido um novo ensaio imunoenzimatico com base 
na pesquisa de anticorpos anti-MSPl I9 de P. falciparum, P. 
malariae, P. ovale e P. vivax que apresenta a vantagem de 
utilizar ao mesmo tempo antigenos para quatro especies de 
Plasmodium que infectam o homem, aumentando a sensi¬ 
bilidade do ensaio . 75 

► Condusao 

Diferentes parametros devem ser observados na padroniza- 
$ao de metodos para o diagnostico de laboratorio, tais como: 
sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade, facilidade de 
automa^ao e custo acessivel. 

Em termos de diagnostico precoce, as melhores perspecti- 
vas sao para estudos com componentes antigenicos definidos, 
objetivando testes simples e passiveis de automa^ao. O uso 
universal do metodo da gota espessa deve ser reavaliado siste- 
maticamente quando metodos alternatives sao apresentados 
como candidatos ao diagnostico da malaria. Efetivamente, 
ainda sao poucos os metodos que apresentam condi^oes em 
nivel de praticidade e sensibilidade que justifiquem a subs- 
titui^ao da gota espessa. Quando um novo metodo surge, o 
custo deste e a preocupa^ao inicial, principalmente por ser 
a malaria uma doen^a que afeta populates empobrecidas, 
com poucos recursos para gastos laboratoriais e ser de res- 
ponsabilidade do governo. Esse custo e sempre analisado 
em rela^ao ao custo direto de um teste, que em geral e supe¬ 
rior ao custo de uma gota espessa. O que tambem deve ser 
avaliado e o custo de infec^oes nao detectadas, aumento e 
continuidade da transmissao da doenqa, alta morbidade que 
acarreta prejuizos economicos, pacientes graves de malaria 
internados em hospitals, o que provavelmente seria evitado 
se testes mais sensiveis fossem utilizados, que detectassem 
precocemente a infec^ao, mesmo com parasitemias muito 
baixas. 

O Quadro 24.5 oferece sugestoes para o diagnostico indivi¬ 
dual, seleqao de doadores de sangue e acompanhamento tera- 
peutico, com base em observances e nos dados relatados na 
literatura. A variedade de testes para estudos epidemiologicos 
e muito ampla, dependendo de cada objetivo, e ja foram dis¬ 
cutido s detalhadamente. 
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Quadra 24.5 • Sugestoes para normatiza^ao do diagnostico da malaria humana no Brasil. 


Finalidade 

Areas 

Metodo diagnostico 

Diagnostico individual 

Endemicas e nao endemicas 

Pesquisa do plasmddio: gota espessa (esfregago para confirmagao de casos duvidosos quanto 
a especie), PCR ou QBC®/testes rapidos em locais com dificuldades diagndsticas 

Selegao de doadores de sangue 

Endemicas 

PCR, QBC® ou gota espessa 


Nao endemicas 

Pesquisa de anticorpos IgG - IFI ou ELISA - e confirmatory dos casos positivos - PCR ou QBC® 

Acompanhamento terapeutico 

Endemicase nao endemicas 

1 Gota espessa, PCR ou QBC® 
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► Introdugao 

Nas ultimas decadas, observou-se, com frequencia variavel, 
porem com ampla distribui^ao geografica, o acometimento de 
seres humanos por infec^oes parasitarias antes quase somente 
restritas a animais inferiores, bem como a ocorrencia de infec- 
^oes humanas por especies ainda nao descritas. 

Alguns desses patogenos revelaram carater oportunista 
inequivoco e eram encontrados apenas em pacientes submeti- 
dos a processos de imunodepressao. Outros foram igualmente 
diagnosticados em individuos imunocompetentes, variando, 
todavia, sua capacidade de produzir altera^oes patologicas 
conforme o grau de competencia do sistema imunologico 
do hospedeiro, como se observa nas infec^oes humanas por 
Cryptosporidium spp. ou Cyclospora cayetanensis. 

O surgimento da sindrome de imunodeficiencia adquirida 
consequente a infec^ao humana pelo HIV-1/HI V-2, alem do 
numero elevado de individuos imunodeprimidos em decor- 
rencia de enfermidades ou de transplante de orgaos solidos 
ou de medula ossea, criaram condiqoes favoraveis a ocorren¬ 
cia de infecqoes por tais patogenos, em frequencia aprecia- 
vel. 1 Diversos outros fatores tem contribuido para aumentar a 
importancia desse tipo de infec^ao em nossos dias. 2 Assim, o 
incremento observado na vida media das populates dos pai- 
ses desenvolvidos e, mesmo em muitos paises ainda em pro- 
cesso de desenvolvimento, elevou significativamente o numero 
de idosos, cujo sistema imunologico nao apresenta a mesma 
competencia da observada em j ovens. Simultaneamente, o 
importante aumento dos movimentos migratorios tanto nacio- 
nais como internacionais criou condi^oes favoraveis a circula¬ 
te de patogenos, principalmente no caso de refugiados por 
motivos de ordem politica ou economica, os quais tendem a 
ser agrupados em acampamentos especiais. 

Consequentemente, diversas infeci^oes causadas por virus, 
fiingos, bacterias, protozoarios ou helmintos tornaram-se - e, 
em certas circunstancias, voltaram a ser - relevantes, sendo 
classiiicadas como emergentes e reemergentes. Neste capitulo, 
serao abordados os principals aspectos da historia natural e 
do diagnostico laboratorial de uma parcela dessas infec^oes, 
limitando-se as humanas determinadas por Cryptosporidium 
spp., Cyclospora cayetanensis e microsporideos. 

► Cryptosporidium spp. 

As especies do genero Cryptosporidium sao protozoa¬ 
rios que pertencem ao filo Apicomplexa e ordem Coccidia. 
Cryptosporidium parvum, descrito como parasito de animais 
inferiores em 1907, somente foi reconhecido infectando seres 
humanos em 1976 e, ate o surgimento dos primeiros casos cli- 
nicos de AIDS, a infec^ao humana por esse coccideo foi con- 
siderada rara. A partir de 1983, muitos pacientes com AIDS e 
outros tipos de imunodepressao foram identificados apresen- 
tando surtos de diarreia causados por Cryptosporidium spp. 3 
em decorrencia do desenvolvimento de tecnicas mais sensiveis 
de diagnostico coprologico. 4,5 

Posteriormente, ficou evidente que o Cryptosporidium 
spp. nao se limitava a desenvolver comportamento oportu¬ 
nista em pacientes imunodeprimidos, mas era encontrado 
associado a processos diarreicos autolimitados em indivi¬ 
duos imunocompetentes. 6 ’' Mais recentemente, concluiu-se 
que, alem de C. parvum , especie que apresenta tipico com¬ 
portamento zoonotico, outra especie denominada C. homi- 


nis e responsavel por infecqoes em seres humanos. 8 Embora 
responsavel por ciclos de transmissao antroponotica, essa 
especie tambem ja foi isolada em bovinos e caprinos. 9 Em 
pacientes imunodeprimidos, infec^oes por outras especies de 
Cryptosporidium, como C.felis e C. meleagridis, ja foram even- 
tualmente diagnosticadas. 8,9 

A transmissao de infec^ao por Cryptosporidium depende 
da ingestao de agua ou alimentos contaminados com oocistos 
eliminados nas fezes de seres humanos ou animais infectados. 
A transmissao pode ocorrer, ainda, devido ao contato inter- 
humano ou por aspira^ao de oocistos presentes em aerossois, 
formados a partir de fezes de animais com infecqao aguda, 
uma vez que os oocistos de Cryptosporidium sao infectantes 
ja na eliminaqao pelos hospedeiros infectados, contrariamente 
ao que sucede com outras espdcies de coccideo s. 8 

A identificaqao de oocistos nas fezes dos individuos infec¬ 
tados ainda constitui a maneira mais usada para diagnosticar 
a criptosporidiose. Esse processo tornou-se viavel apos a des- 
coberta de que os oocistos de Cryptosporidium sao corados e 
facilmente distinguiveis de outras estruturas habitualmente 
presentes nas fezes, como as leveduras, por meio de corantes 
alcool-acidorresistentes (Figura 25.1). Diversas tecnicas tem 
sido utilizadas 4,5 e, embora nao se saiba com certeza quantas 
amostras devam ser examinadas para garantir elevada sensi- 
bilidade, recomenda-se que, no minimo, tres amostras fecais, 
colhidas em ocasioes diferentes, sejam empregadas. 10 Outras 
tecnicas de colora^ao, incluindo imunofluorescencia com 
anticorpo monoclonal, podem ser utilizadas. 11 ’ 12 Metodos de 
imunodiagnostico, 8 mais uteis em levantamentos epidemio- 
logicos do que no diagnostico individual, tem sido descritos. 
Mais recentemente, a obtenqao de primers permitiu o desen¬ 
volvimento de tecnicas de biologia molecular para o diagnos¬ 
tico de infec^oes por Cryptosporidium capazes de detectar a 
existencia de pequenas quantidades de oocistos nas fezes e 
identificar com seguranqa as especies envolvidas. 6,8 

► Cyclospora cayetanensis 

Cyclospora cayetanensis tambem e um protozoario clas- 
sificado no filo Apicomplexa e ordem Coccidia, tendo sido 
descrito determinando surto diarreico em seres humanos 
pela primeira vez em 1979, em Nova Guine. 14 Nessa ocasiao, 



Figura 25.1 Oocistos de Cryptosporidium spp., em esfrega^o de fezes, 
corado pela tecnica de Kinyoun {aumento de 1.000x). 
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entretanto, nao se obteve identifica^ao generica ou espeei- 
fica do agente envolvido. Mais de uma decada apos a posi^ao 
sistematica desse protozoario, criou-se o taxon Cyclospora 
cayetanensis , 15 estabelecendo sua proximidade filogenetica 
com coccideos do g£nero Eimeria. 16 

Embora seres humanos sejam considerados a principal 
fonte de infec^ao, suspeita-se que C. cayetanensis apresente 
comportamento zoonotico. Ja foram relatados episodios de 
infecqao por coccideos morfologicamente indistinguiveis de 
C. cayetanensis em galinhas 17 e caes. 18 Por outro lado, ha longo 
tempo a infec^ao de diversos grupos de vertebrados inferiores 
e conhecida, como repteis e roedores, por outras especies de 
Cyclospora . 1S 

Oocistos de C. cayetanensis ja foram diagnosticados nas 
fezes de pacientes imunodeprimidos e imunocompetentes nas 
Americas, Europa, Asia e sul da Africa. Geralmente, os indi- 
viduos infectados apresentam episodios de diarreia; algumas 
vezes, entretanto, oocistos sao encontrados nas fezes de indivi- 
duos assintomaticos. 16 

Alem de diarreia aquosa, outras manifesta^oes clinicas, 
como fadiga intensa, nauseas, vomitos, anorexia, dores abdo¬ 
minals e, mais raramente, febre, costumam estar presentes nos 
pacientes infectados por C. cayetanensis. fa os imunodeprimi- 
dos apresentam quadros mais graves e prolongados, as vezes 
com acometimento de trato biliar, alem da localiza^ao habi¬ 
tual do parasito na mucosa do intestino delgado. 8,16 

A transmissao da infec^ao por C. cayetanensis ocorre pela 
ingestao de oocistos veiculados por meio de agua (mesmo que 
previamente clorada) ou alimentos contaminados. 8jl6 Diversos 
episodios de diarreia ocorridos em varios estados norte-ame- 
ricanos e no Canada nos ultimos anos foram associados ao 
consumo de vegetais e frutas in natura (p. ex., framboesa) e a 
presen^a de oocistos nas fezes dos individuos acometidos. 20,21 
Ao contrario do que se verifica no caso de C. parvum nao ha 
transmissao inter-humana na ciclosporiase, uma vez que os 
oocistos de Cyclospora, apos serem eliminados pelas fezes, 
precisam permanecer alguns dias no solo, em condiqoes favo- 
ravels, para ocorrer a forma^ao dos esporozoitos em seu inte¬ 
rior. 21 

Embora testes mais sofisticados, utilizando tecnicas de bio- 
logia molecular, ja estejam disponiveis para o diagnostico da 
infecqao humana por C. cayetanensis, 22 os metodos parasitolo- 
gicos sao ainda os mais utilizados. 21 

Os oocistos de C. cayetanensis sao, grosso mocto, morfolo¬ 
gicamente semelhantes aos de C. parvum. Tres caracteristicas, 
de natureza morfologica e biologica, 20,2133 permitem, todavia, 
diferencia-los com certa facilidade: 

■ Os oocistos de C. cayetanensis medem entre 8 e 10 pm, 
enquanto os de C. parvum nao excedem 6 pm de diametro 

■ Apenas oocistos de C. cayetanensis emitem autofluorescen- 
cia quando submetidos a feixe de luz ultravioleta 

■ Apos esporula^ao em solu^ao de dicromato de potassio a 
2,5%, os oocistos de C. cayetanensis apresentam dois espo- 
rocistos, os quais apresentam dois esporozoitos no interior 
de cada um; ja os oocistos de C. parvum sao constituidos 
por quatro esporozoitos livres. 

Alem disso, anticorpos monoclonais anti-Cyc/o5pora nao 
reagem com Cryptosporidium. 

Os oocistos de Cyclospora podem ser visualizados apos 
uso de corantes alcool-acidorresistentes, podendo-se empre- 
gar o metodo de Kinyoun, a exemplo do que ocorre no caso 
de infec^oes por Cryptosporidium. Entretanto, os oocistos de 
Cyclospora, as vezes, coram-se de maneira irregular quando se 


emprega essa tecnica, dificultando sua identifica^ao. Visvesvara 
ef al. 23 verificaram, recentemente, que submetendo esfrega^os 
fecais a tecnica de Baxby et al., 5 que utiliza safranina como 
corante, modificada por meio de aquecimento da prepara^ao 
em forno de micro-ondas por 60 s, obtem-se Colorado mais 
homogenea dos oocistos de Cyclospora. Recentemente, desen- 
volveram-se tecnicas de biologia molecular para o diagnostico 
da infecqao humana por C. cayetanensis, os quais se mostra- 
ram mais sensiveis do que os metodos coprologicos. 16 

► Microsporideos 

Sao microrganismos pertencentes ao filo Microspora, 
conhecidos ha mais de 150 anos como parasitos de grande 
gama de animais inferiores, que compreende de insetos 
a mamiferos. Constituem grupo composto por cerca de 
100 generos e mais de 1.000 especies diferentes. Recentemente, 
algumas especies foram reconhecidas como parasitos de seres 
humanos que, na maioria das vezes, sao individuos imuno¬ 
deprimidos. Existem, entretanto, alguns relatos de infec^ao 
por microsporideos envolvendo individuos aparentemente 
imunocompetentes. 24 Foram originariamente considerados 
protozoario s; entretanto, surgiram evidencias recentemente 
de que possam pertencer ao grupo dos fungos. 8 Como ha 
duvidas sobre sua classifica^ao definitiva, neste texto figuram 
como protozoarios. 

Microsporideos sao microrganismos intracelulares obri- 
gatorios em todos os seus estagios evolutivos, com exce^ao 
dos esporos habitualmente eliminados pelas fezes e/ou outras 
deje^oes dos individuos infectados. 

A existencia desses esporos, que conferem resistencia as 
formas de transmissao dos microsporideos, ao lado de outros 
detalhes morfologicos (como a ausencia de mitocondrias, 
peroxissomas e de membranas no aparelho de Golgi, alem da 
presen^a do filamento polar - estrutura envolvida com o pro- 
cesso de infec^ao da celula hospedeira), atribui caracteristicas 
especiais a esse grupo de microrganismos. 25 

Pelo menos 13 especiesde microsporideos jaforamencontra- 
das infectando seres humanos, em sua maioria imunodeprimi¬ 
dos: Anncalia algerae, Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon 
cuniculi, Encephalitozoon hellen, Encephalitozoon intestina - 
Its, Nosema ocularum, Nosema conori, Vittaforma corneae, 
Trachipleistophora hominis, Trachipleistophora anthropo- 
phthera, Pleistophora ronneafiei, Microsporidium ceilonensis 
e Microsporidium africanum . 8 Esses microrganismos podem 
causar desde infecqoes localizadas sem repercussoes sistemi- 
cas (p. ex., as queratoconjuntivites resultantes da infecqao por 
Nosema ocularum ou Vittaforma corneae), ate infec^oes siste- 
micas com elevada morbidade (p. ex., as habitualmente deter- 
minadas por Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon hellen 
ou Encephalitozoon intestinalis), passando por infec^oes que 
envolvem um ou dois sistemas anatomicos, como as resultan¬ 
tes da presen^a de Enterocytozoon bieneusi, Trachipleitophora 
hominis ou Pleistophora ronneafiei. 

Inicialmente, o diagnostico laboratorial de infec^oes por 
microsporideos dependia do uso de microscopia eletronica. O 
desenvolvimento de tecnicas que permitem a identificaqao de 
esporos de microsporideos por meio de exames que utilizam 
microscopia optica ou outros meios veio, contudo, facilitar o 
diagnostico generico da infec^ao humana por esses microrga¬ 
nismos, embora o reconhecimento especifico ainda necessite 
do emprego do microscopio eletronico para confirma^ao. 
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Figura 25.2 Esporos de microsporideo, em esfregago de fezes, corado 
pelo metodo de Weber et al 26 

Com a microscopia de luz, esporos de microsporideos 
podem ser demonstrados em diversos materiais biologicos, 
como fezes, urina, bile, lavado broncoalveolar ou escarro 
e liquido cefalorraquidiano. A identifica^ao pode ser feita 
a partir de esfrega^os corado s com o metodo tricromico, 
modificado por Weber et at 16 ou com a associa^ao entre 
esse metodo e a colora^ao de Gram. 27 No primeiro caso, os 
esporos de microsporideos assumem colora^ao avermelhada 
(Figura 25.2); no segundo, um tom violeta, com boa diferen- 
cia^ao em rela^ao a outras estruturas. Convem lembrar que, 
em virtude da dimensao reduzida dos esporos de microspo¬ 
rideos que infectam seres humanos (1 a 3 pm de di&metro), e 
necessario exame cuidadoso para sua identifica^ao, embora 
esta seja facilitada pela Colorado diferencial dos esporos em 
rela^ao a bacterias, quando as tecnicas propostas anterior - 
mente sao utilizadas. 

Anticorpos poli ou monoclonais, produzidos por infec^ao 
experimental de camundongos, tambem se mostram uteis 
na identifica^ao de esporos de microsporideos, em mate¬ 
riais biologicos provenientes de pacientes com suspeita de 
infec^ao, 27,28 podendo ser utilizados, ainda, em amostras obti- 
das por biopsias. 

Ultimamente, tern sido desenvolvidas tecnicas de biologia 
molecular, com destaque para a rea^ao em cadeia da polime- 
rase (PCR), para o diagnostico de infec^oes por microspori¬ 
deos, abrindo perspectivas promissoras face ao aumento de 
especificidade. 8,30 

Em inqueritos soroepidemiologicos, diversas tecnicas 
sorologicas tern sido empregadas para a pesquisa de anticor¬ 
pos antimicrosporideos. Todavia, devido a problemas com a 
especificidade e sensibilidade desses metodos, nao recomen- 
dam seu uso para o diagnostico laboratorial em nivel indivi¬ 
dual. 
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► Aspectos epidemiologicos 
e parasitologicos 

Zoonose de felideos causada pelo Toxoplasma gondii y a 
toxoplasmose e universalmente disseminada, infectando prin- 
cipalmente aves e mamiferos e, notadamente, o ser humano 
com niveis elevados de prevalencia. Revelada por anticorpos 
sericos, essa prevalencia e crescente com os grupos etarios, 
atingindo valores distintos de acordo com a popula^ao estu- 
dada, variando de 30 a 90% em individuos adultos. 

Foi observada, em moradores de uma comunidade na 
cidade de Sao Paulo, soroprevalencia de 32,4% em crian^as de 
1 a 15 anos de idade, 1 enquanto em uma comunidade rural do 
estado do Amazonas a soroprevalencia foi de 73%. 2 Estudo rea- 
lizado em hospital publico da Regiao Sul do Brasil no periodo 
de 1998 a 2005 demonstrou que a prevalencia de toxoplas¬ 
mose aguda em 41.112 gestantes foi de 4,8/1.000, enquanto a 
de toxoplasmose congenita foi de 0,9/1.000, estabelecida apos 
acompanhamento das crian^as por 11 meses. 3 Outro estudo 
brasileiro abrangendo a Regiao Metropolitana de Sao Paulo, 
realizado no periodo de 1984 a 2006, teve como objetivo esti- 
mar a soroprevalencia da toxoplasmose na popula^ao, a idade 
de aquisi^ao da infec^ao e a incidencia anual de toxoplasmose 
congenita. A soroprevalencia para a toxoplasmose foi de 64,9% 
entre mulheres em idade fertil, sendo a idade media de aquisi- 
£ao da doen^a de 10,74 anos, tendo a incidencia de toxoplas¬ 
mose congenita variado de 9,5 a 10,6 casos/1.000. 4 

O contagio pelo Toxoplasma se da, predominantemente, 
pela ingestao de oocistos, os quais sao eliminados pelas fezes 
de gatos ou de outros felideos e podem permanecer viaveis no 
solo por muito tempo, resistindo a varia^oes de temperatura e 
a desseca^ao, o que torna provavel a infec^ao por inala^ao de 
poeira contaminada pelo parasito. Ocorre tambem pelo con- 
sumo de alimentos de origem animal, especialmente de carnes 
mal cozidas, contendo cistos (bradizoitas). Quando oocistos 
e cistos sao digeridos no intestino delgado dos felideos, libe- 
ram, respectivamente, esporozoitos e taquizoitos - estes ulti- 
mos oriundos da transforma^ao de bradizoitas que estavam 
dentro dos cistos. Os parasitos penetram nas celulas do hos- 
pedeiro e se reproduzem rapidamente, disseminando-se por 
via hematogenica, abrangendo variados orgaos e tecidos. A 
transmissao pode ocorrer, ainda, pelo transplante de orgaos de 
doador soropositivo para receptor soronegativo, no entanto, 
de maior importancia clinica e a transmissao placentaria e a 
consequente infec^ao fetal. 5 

► Aspectos ch'nicos 

No individuo imunocompetente, a toxoplasmose geral- 
mente assume carater benigno, uma vez que o rapido desen- 
volvimento da imunidade humoral e celular restringe eficien- 
temente a a^ao patogenica do parasito. Os toxoplasmas sao 
segregados em microcistos, assumindo a forma cistica de resis- 
tencia que caracteriza a latencia do processo e a forma cronica 
da infec^ao, que pode ser permanente por toda a vida. Desse 
modo, e comum que a fase aguda da infec^ao se mantenha em 
niveis subclinicos ou apenas com manifesta^oes semelhantes 
is da mononucleose, de pouca expressao clinica, embora pos- 
sam ocorrer formas graves com acometimento meningoence- 
falico, pulmonar, renal, hepatico, cardiaco etc. A forma ocular 
da toxoplasmose, na fase cronica da infec^ao, esta relacionada 


com a presen^a das formas cisticas na retina e com fenomenos 
de natureza imunologica. 

No individuo imunodeficiente, porem, libertando-se da 
a<;ao imunologica que o cerceia, o Toxoplasma invade orgaos 
e tecidos, nos quais se reproduz como taquizoito, causando as 
formas graves da toxoplasmose, observadas na sindrome da 
imunodeficiencia adquirida, nas imunossupressoes medica- 
mentosas que ocorrem nos transplantes - em especial nos de 
cora^ao, figado, rins e medula ossea -, nos tratamentos quimio- 
terapicos de neoplasias, nas doen^as debilitantes, incluindo a 
desnutri^ao e, ainda, nos pacientes imunologicamente imatu- 
ros, como o feto e o recem-nascido. 6 

► Diagnostic laboratorial 

O diagnostico laboratorial da toxoplasmose tern base na 
pesquisa de anticorpos contra o parasito. Segundo as caracteris- 
ticas imunoquimicas desses anticorpos, diferentes marcadores 
sorologicos tern sido descritos para distinguir entre infec^ao 
latente, comum na popula^ao, e infec^ao recente ou toxoplas¬ 
mose doen^a. Outras respostas se esperam, tambem, da sorolo- 
gia da toxoplasmose, como datar na gestante seu contagio pelo 
Toxoplasma, ou no imunodeficiente, detectar a reagudiza 9 ao de 
uma toxoplasmose latente. Devido a essas questoes, a sorologia 
da toxoplasmose se apresenta como das mais complexas, em 
continua evolu^ao, exigindo uma variedade de testes que tern 
sido desenvolvidos com antigenos recombinantes e anticor¬ 
pos monoclonais dirigidos a regioes cada vez mais restritas e 
especificas do parasito, alem de muito rigor e experiencia para 
a interpreta^ao de seus resultados. Entretanto, a evidencia^ao 
do parasito, por isolamento a partir de material do paciente, ou 
pela demonstra 9 ao de seus componentes, como antigenos ou 
segmentos do DNA, e de alto valor diagnostico, especialmente 
nos imunodeficientes, seja por imunodepressao, como nos 
pacientes com AIDS, por imunossupressao nos transplantados 
ou por imunoimaturidade no feto e no recem-nascido. 7,8 

- Pesquisa do parasito ou de seus componentes 

Isolamento do Toxoplasma 

► Inocula^ao em camundongo. Sangue do paciente, de pre¬ 
ferenda a camada leucocitaria ou sedimento do centrifugado 
de liquido cefalorraquidiano (LCR), liquido amniotico, lavado 
broncoalveolar, suspensoes de triturados de biopsia ou de pla¬ 
centa sao inoculados por via intraperitoneal em camundon- 
gos. A positividade e indicada pela soroconversao do animal 
e confirmada pelo achado de taquizoitos no liquido peritoneal 
ou, mais frequentemente, de microcistos no cerebro e outros 
orgaos, o que, entretanto, pode exigir passagens as cegas a 
novos camundongo s, inoculados com triturados de orgaos do 
primeiro animal. Os prazos longos para obten^ao de resultados, 
de 30 dias ou mais, sao compensados pela excelente especifici- 
dade do teste, muito embora a sensibilidade possa nao atingir 
niveis adequados, na dependencia da experiencia do laborato¬ 
ry e dos profissionais que realizam os experimentos. 8,9 

► Isolamento em oiltura de celulas. Os materials suspei- 
tos sao semeados em culturas de celulas, como fibroblastos 
humanos, ou outras linhagens celulares. O desenvolvimento 
dos toxoplasmas no interior das celulas pode ser evidenciado 
com facilidade por imunofluoresc£ncia em prazos curtos, de 
ate 1 semana. Porem, e procedimento menos sensivel do que a 
inocula^ao em camundongo. 8,9 
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Pesquisa de antigenos 

Material antigenico do Toxoplasma e complexos imunes 
formados de antigenos parasitarios podem ser detectados 
no soro durante a fase aguda da toxoplasmose. 10 Porem, pela 
transitoriedade e inconstancia da antigenemia, sua pesquisa 
e de pouco valor diagnostico, limita^ao que poderia ser solu- 
cionada pela pesquisa de antigenos na urina, de que tern sido 
referida boa sensibilidade na neurotoxoplasmose. 11,12 

O parasito ou seus antigenos podem tambem ser evidencia- 
dos em cortes de tecidos, por imuno-histoquimica, utilizan- 
do-se anticorpos especificos e coloraqao imunofluorescente ou 
imunoenzimatica. 

Deteqao de dados nucleicos \ Rea$ao em cadeia 
da polimerase 

Ain da que presente em numero extremamente reduzido, ou 
mesmo quando lisado, o Toxoplasma pode ser identificado pela 
detec^ao de segmentos caracteristicos de seus acidos nuclei- 
cos, depois de amplificados pela rea^ao em cadeia da polime¬ 
rase (PCR). Dependendo do que se quer demonstrar, pode-se 
realizar a detec^ao de fragmentos de DNA do parasito ou a 
analise de expressao genica quando a tecnica utiliza amostras 
de RNA submetidas a transcri^ao reversa. Ainda dispendioso e 
exigindo a ado$ao de medidas rigorosas para evitar resultados 
falso-positivos, esse teste tem sido muito utilizado, podendo 
ser completado em ate 24 h. 13-19 Entretanto, nao existem ate o 
momento kits comerciais de desempenho comprovado, tam- 
pouco consenso quanto aos procedimentos de extra^ao dos 
acidos nucleicos ou aos segmentos a serem amplificados, com 
resultados bastante heterogeneos entre laboratories. 20 Assim, 
para identifica^ao do Toxoplasma , podem ser amplificados 
varios segmentos de DNA oriundos de diferentes genes, como 
P30, AF146527 ou p529, DNA ribosomal, gene Bl, 13-19 sendo 
este ultimo o mais empregado. 

Com o passar do tempo, a PCR convencional tem sido 
substituida por tecnicas de detec^ao do parasito em amplifica- 
<;oes realizadas em tempo real ( Real Time- PCR, qPCR ou qrt- 
PCR) por permitirem a detec^ao e, ao mesmo tempo, a quan- 
tifica^ao da parasitemia. Esses testes serao muito uteis para o 
acompanhamento do tratamento de pacientes com toxoplas¬ 
mose. Ademais, a PCR em tempo real permite a elimina^ao da 
etapa de detec^ao do material amplificado, reduzindo a chance 
de resultados falso-positivos devido a carry-over de amostras 
positivas para negativas, bem como o risco relativo ao contato 
dos profissionais de laboratorio com substancia sabidamente 
cancerigena, o brometo de etideo, sem falar no tempo gasto 
para a obten^ao de resultados devido a realiza^ao da etapa de 
eletroforese para a visualiza^ao dos amplificados. 21-24 

Alem da quantifica^ao, a PCR em tempo real permite ana¬ 
lise da expressao genica por meio da amplifica^ao de mole- 
culas de cDNA produzidas a partir de RNA, apos rea^ao de 
transcri^ao reversa. Desse modo, comparando-se o nivel de 
expressao de determinado gene em situa^ao experimental em 
rela^ao a expressao de genes constitutivos, tais como a beta- 
actina ou a betaglobina humana, pode-se quantificar a expres¬ 
sao do gene de interesse. Esse tipo de quantifica^ao e conhe- 
cido como quantifica^ao relativa. 21-24 

Apos a amplifica^ao de segmentos especificos de aci¬ 
dos nucleicos do parasito, e possivel analisar a participate 
de varios genes, ou a expressao de multiplos genes de modo 
simultaneo em plataformas de microarray. No entanto, apesar 
de constituirem alternativas tecnologicas bastante atraentes, 
as plataformas de microarray, assim como a PCR em tempo 


real, ainda apresentam custo proibitivo para uso em rotinas 
diagnosticas. 25 

Variantes da PCR tem sido empregadas para a caracteri- 
za^ao de genotipos de Toxoplasma gondii que parecem estar 
associados a maior ou menor patogenicidade em infec^oes 
humanas. Foram descritos, inicialmente, tres genotipos, sendo 
o tipo I associado as infec^oes mais graves e os tipos II e III as 
infec^oes humanas de menor gravidade; o tipo II e mais fre- 
quente em infec^oes congenitas nos EUA e na Europa. 27 ” 29 

No modelo de toxoplasmose congenita, preconiza-se a rea- 
liza^ao do teste em liquido amniotico, 15,17-19 o qual pode ser, 
eventualmente, realizado em sangue de cordao fetal, em san- 
gue colhido da placenta no momento do parto, em sangue de 
recem-nascidos - notadamente nos sintomaticos durante a pri- 
meira semana de vida -, em liquido cefalorraquidiano, lavado 
broncoalveolar, urina, e tambem em sangue materno. 16 ' 30-32 
Um resultado positivo em PCR convencional com detec^ao 
de DNA do parasito com finalidade diagnostica, entretanto, 
nao permite distinguir entre taquizoitos e formas cisticas, isto 
e, entre infec^ao ativa e infec^ao latente, exigindo, portanto, 
criteriosa interpreta^ao, notadamente nos pacientes imuno- 
deficientes. Essa distin^ao pode ser realizada tanto em nivel 
molecular quanto por intermedio da detec^ao de antigenos 
especificos de estagio parasitario, tendo em vista a existencia 
de genes que apresentem expressao diferencial em determi- 
nada forma parasitaria e nao em outra, tais como o SAG 1, que 
so e expresso em taquizoitos; BAG 1, apenas em bradizoftas; e 
gene Bl, em todas as formas parasitarias. 13 ' 22,33,34 

■ Testes sorologicos 

Descrito por Sabin e Feldman, 35 o teste do corante deu lugar 
ao teste de imunofluorescencia indireta (IFI), 36 que, alem de 
mais pratico e fornecer resultados comparaveis, permitiu a 
identifica^ao de anticorpos IgG, IgM 37 e demais imunoglobu- 
linas. No teste de imunofluorescencia, assim como no teste do 
corante, os soros reagentes sao titulados ensaiando-se dilu^oes 
crescentes, incubadas sobre toxoplasmas fixados em laminas 
de microscopia. Depois de lavadas, essas laminas sao nova- 
mente incubadas com conjugado fluorescente. Os resultados 
quantitativos sao expressos pela maior dilui^ao reagente ou no 
teste IFI-IgG, de preferencia em Unidades Internacionais (UI/ 
mf) com referenda ao soro padrao da Organiza^ao Mundial 
da Saude (OMS). Existe rela^ao direta entre as duas formas de 
expressao; cada laboratorio deve determinar o fator de con- 
versao segundo suas condi^oes de trabalho, dependentes das 
caracteristicas do equipamento de microscopia e dos reagentes 
utilizados. Esse fator, Ul/mf versus dilui^ao, foi determinado 
por Niel et al. 3S como 0,15, valor tambem encontrado pelos 
autores. 39 A padroniza^ao com o soro de referenda da OMS e 
indispensavel para corrigir acentuadas diferen^as entre resul¬ 
tados do teste de imunofluorescencia, frequentemente obser- 
vadas entre laboratories. Nao ha disponibilidade de soros de 
referenda para anticorpos IgM e IgA, e os resultados sao dados 
em titulos correspondentes a dilui^oes dos soros. 

Testes imunoenzimdticos 

Em testes imunoenzimaticos ( enzyme-linked immunosor¬ 
bent assay [ELISA] ou enzyme immuno assay [ELA]), extratos 
ou fraqoes antigenicas do Toxoplasma fixados sobre suportes 
inertes, como cavidades de placas ou microesferas, sao incu- 
bados com dilui^des dos soros a testar e, em seguida, com 
conjugado enzimatico antiglobulina (G, M, A ou E). Segue-se 
a incuba^ao com produto capaz de, sob a a^ao da enzima, 
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desenvolver cor (ou fluorescencia), cuja intensidade, lida em 
espectrofoto metro (ou fluorometro), e diretamente proporcio- 
nal a quantidade de anticorpos antitoxoplasma no soro. Para 
o ELISA-IgG, o resultado e expresso em Ul/mf, com rela^ao 
ao International standard for antitoxoplasma serum, human 
(WHO International Laboratory for Biological Standards, 
Statens Seruminstitut, Copenhague, Dinamarca). Para as 
demais imunoglobulinas, o resultado e fornecido em indices 
que correspondem ao quociente entre as densidades opticas do 
soro em estudo e a de um soro de reatividade minima, limiar 
entre reagente e nao reagente. E preciso lembrar que nem sem- 
pre ha perfeita coincidencia entre resultados de testes imuno- 
enzimaticos realizados em equipamentos de marcas diferentes, 
bem como com o teste de imunofluorescencia, devido a dife- 
ren<;as entre os antigenos utilizados. Em termos gerais, existe 
correla^ao direta entre titula^oes por ELISA e por IFI, como 
tambem foi observado em resultados comparativos obtidos 
para o ensaio ELISA-IgG fluorometrico do sistema VIDAS 
bioMerieux em soros que no teste de imunofluorescencia se 
mostraram reagentes com titulos de 1:16-1:64.000. 40,41 

Teste de avidez de anticorpos IgG 

A afinidade ou avidez com que os anticorpos IgG se ligam 
a seus respectivos antigenos pode ser avaliada pela maior ou 
menor facilidade de quebra dessa liga^ao. Mede-se por teste 
imunoenzimatico ELISA-IgG modificado, pela dissocia^ao 
dos complexos antigeno-anticorpo formados e libera^ao dos 
anticorpos IgG de baixa avidez e por meio de solu^ao caotro- 
pica (p. ex., de ureia 6M [ELISA-ureia]). Para esse fim, apos 
a incuba^ao do soro na placa, esta e lavada com a solu^ao de 
ureia e, em seguida, procede-se a rea^ao pela incuba^ao com 
o conjugado enzimatico. Uma baixa avidez e indicada por 
acentuada diminui^ao do titulo com rela^ao ao titulo original 
obtido sem o tratamento pela ureia. O resultado e expresso 
pela porcentagem de IgG remanescente, dada pelo calculo: 
(titulo apos ureia/titulo original) x 100. 

O teste de avidez de anticorpos IgG tern sido utilizado para 
estimar a epoca em que a toxoplasmose foi adquirida pela ges- 
tante, e tambem quando nao se dispoe de testes quantitativos 
de detec^ao de IgM e ha suspeita da present a de IgM residual, 
nao indicativa de infec^ao aguda ou recente. Nesses casos, e 
factivel a utiliza^ao de anticorpos dirigidos contra antigenos 
de excre^ao/secre^ao de T. gondii em testes de avidez de anti¬ 
corpos IgG, com resultados bastante satisfatorios. 42-45 

Detecgao de anticorpos IgM 

A pesquisa de anticorpos IgM pelas tecnicas indiretas, com 
conjugado s fluorescentes ou enzimaticos, esta sujeita a resul¬ 
tados falso-positivos, pela interferencia de fatores reumatoides 
(FR) frequentemente presentes no soro. O fator reumatoide e 
um anticorpo IgM contra IgG. Assim, durante o teste, quando 
anticorpos IgG antitoxoplasma presentes no soro fixam-se aos 
antigenos do parasite, o FR, por sua vez, fixa-se aos IgG e ira 
reagir com o conjugado anti-IgM. Um teste previo para detec- 
£ao do fator reumatoide nos soros nao soluciona a maioria dos 
casos por ser positivo apenas em niveis muito elevados de FR 
encontrados na artrite reumatoide, para cujo diagnostico o 
teste se destina. A remo^ao previa das IgG dos soros por preci- 
pita^ao com um soro anti-IgG soluciona o problema. Esse pro- 
cedimento evita o aparecimento de resultados falso-negativos 
que decorrem da competi^ao dos anticorpos IgG, impedindo 
os IgM de se fixarem aos antigenos. 

Para anticorpos IgM, ainda nao se dispoe de um soro de 
referenda, em unidades internacionais, como para os anticor¬ 


pos IgG. Os titulos sao dados como indices, quociente entre as 
densidades opticas do soro em analise e de um soro de reativi¬ 
dade limiar, correspondente ao cut-off do teste. 46,47 

► Testes de captura de anticorpos IgM. Outra possibilidade 
para eliminar os resultados falsos por interferencia de fato¬ 
res reumatoides sao os testes de captura de anticorpos IgM. 46 
Incubam-se os soros em cavidades de placas recobertas por 
anticorpo anti-IgM. Apos etapas de lavagem, segue-se nova 
incuba^ao com antigeno do Toxoplasma marcado por enzima, 
que ira se fixar ali na eventualidade de existir, em meio as 
IgM, aquelas especificas para o Toxoplasma. Nos testes posi¬ 
tives, obtem-se desenvolvimento de cor. E preciso assinalar, 
entretanto, que, de grande sensibilidade, esses testes podem 
detectar niveis diminutos de anticorpos IgM, eventualmente 
presentes por longos periodos apos a fase aguda da toxoplas¬ 
mose, e mesmo anticorpos IgM “naturais” em pacientes nao 
infectados pelo Toxoplasma. Por esses motivos, existe ten- 
dencia atual de se interpretar a detec^ao de IgM ao menos de 
modo semiquantitativo. A captura de anticorpos IgM antito¬ 
xoplasma pode ser evidenciada pela aglutina^ao de suspensao 
de toxoplasmas, incubada apos o soro nas cavidades da placa, 
revestida por anticorpos anti-IgM. E o teste ISAGA ( immuno¬ 
sorbent agglutination assay). 47 A intensidade da aglutina^ao, 
observada com diferentes concentrates de toxoplasmas, per- 
mite uma avalia^ao quantitativa, exprimindo-se os resultados 
em indices correspondentes aos graus de aglutina^ao resul- 
tantes. Esse teste tem sido utilizado tambem para a evidencia- 
<fao de anticorpos IgA e de anticorpos IgE. 

Testes de hemaglutina$do 

Como descrito originalmente por Jacobs e Lunde em 
1957, 48 com hemacias de carneiro recobertas por componen- 
tes do parasito, principalmente citoplasmaticos, o teste de 
hemaglutina^ao (HA) apresentava baixa sensibilidade, 2 nao 
detectando anticorpos IgM nem anticorpos IgG de baixa avi¬ 
dez, alem de sofrer a interferencia de anticorpos heterofilos, 
podendo, por essa razao, produzir resultados falso-positivos. 
Tais falhas foram solucionadas ao se utilizarem hemacias de 
aves recobertas com antigenos completos do parasito, agluti- 
naveis por anticorpos tanto IgG como IgM, tornando o teste 
extremamente sensivel. 4y,5 ° As dilui<;6es do soro, em cavidades 
de microplacas, adicionam-se as hemacias, que, apos cerca de 
1 h, mostram-se aglutinadas para os soros reagentes. Os titulos 
sao expressos pela maior dilui^ao reagente. Para se detectar 
anticorpos IgM, repete-se o teste com os soros previamente 
diluidos em solu^ao de 2-mercaptoetanol, que inativa os 
anticorpos IgM. Assim, uma significativa redu^ao do titulo 
indica a presen^a destes. Apos a remo^ao de IgG das amos- 
tras, por precipita^ao com anti-IgG, o teste de hemaglutina^ao 
apresenta maior sensibilidade para anticorpos IgM, podendo 
detecta-los mesmo em soros com altos titulos de anticorpos 
IgG, nos quais, sem essa remo^ao, poderia nao ser relevante o 
diferencial de titulos apos o tratamento com 2-mercaptoeta- 
nol. Ocasionalmente, observam-se resultados falso-positivos 
no teste de hemaglutina^ao, por interferencia de anticorpos 
IgM “naturais”, aglutininas IgM nao especificas, em geral de 
titulos baixos. Distinguem-se de reaches especificas por per- 
manecerem com titulos inalterados, enquanto aquelas se ele- 
vam em poucos dias na fase aguda da toxoplasmose. 

Muito embora os testes de hemaglutina^ao tenham sido 
abandonados em grandes centros que utilizam como triagem 
preferencialmente os ensaios imunoenzimaticos ou imunofluo- 
rimetricos devido a possibilidade de analise de grande numero 
de amostras por metodos automatizados, outra caracteristica 
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interessante do teste de hemaglutina^ao e que anticorpos IgG 
de baixa avidez, como ocorre no initio da infec^ao, tem pouco 
poder aglutinante, do que resultam titulos baixos, embora 
sejam elevados nos testes de imunofluorescencia ou ELISA, em 
que a avidez nao interfere. Essa discrepancia de titulos entre 
reagoes constitui um bom marcador de infecgao recente. 

Initialmente, procede-se ao teste com soro diluido a 1:16 e, 
se reagente, procede-se a titulagao dos anticorpos pelo ensaio de 
diluigoes crescentes do soro, paralelamente em solugao salina 
e em solugao de 2-mercaptoetanol. O titulo corresponded a 
maior diluigao reagente na serie em solugao salina. Titulo iden- 
tico na serie com 2-mercaptoetanol, ou apenas uma diluigao 
abaixo, nao revela a presenga de anticorpos IgM em nivel sig¬ 
nificative, os quais sao indicados por diferengas de duas dilui- 
goes ou mais. Como para os demais testes para anticorpos IgM, 
titulos ou valores baixos (de ate 256, raramente 512) no teste 
de hemaglutinagao podem ser inespetificos devido a anticor¬ 
pos naturais. Distinguem-se dos IgM especificos, de fase aguda 
inicial, por nao apresentarem elevagao evidente em nova amos- 
tra de soro colhida poucos dias depois. No teste de hemagluti¬ 
nagao, alguns detalhes tecnicos devem ser obedecidos, como 
agitar a placa ou submete-la a vibragao por pelo menos um 
minuto apos a adigao do reagente, mante-la, em seguida, em 
repouso, livre de trepidagoes e em temperatura acima de 20°C 
(preferencialmente a 37°C), ate a leitura dos resultados. 

Deteqao de anticorpos IgA e IgE 

Para a pesquisa de anticorpos IgA 51,52 e IgE 53 sao mais uti- 
lizadas as tecnicas imunoenzimaticas, tanto a indireta como 
a de captura. Embora essas reagoes estejam sujeitas a alguma 
discrepancia de resultados, pois ainda nao se encontram sufi- 
cientemente padronizadas, os anticorpos IgA e IgE parecem 
constituir importantes marcadores de infeegoes recentes, 
inclusive congenitas, por serem produzidos por periodos mais 
limitados em relagao a IgM, principalmente a IgG. 

Outros testes 

Para a deteegao de anticorpos antitoxoplasma sao descritos 
testes de aglutinagdo direta, com suspensoes de toxoplasmas 
fixados por formaldeido ou por acetona. 34 A aglutinagao dos 
taquizoitos fixados por acetona e caracteristica das infeegoes 
recentes, sendo utilizada para distingui-las de infeegoes laten- 
tes. Para o teste de aglutinagao do latex sao utilizadas particu- 
las recobertas por antigenos do parasito, sendo seu uso bas- 
tante restrito. 

A reatividade de anticorpos para diferentes componentes 
antigenicos do Toxoplasma pode ser evidenciada pelos testes 
de immunoblot. 5S,i>(> Tiras de nitrocelulose com esses compo¬ 
nentes, distribuidos como bandas de pesos moleculares cres¬ 
centes, sao incubadas com os soros ou outros liquidos orga- 
nicos (liquido cefalorraquidiano, humor aquoso) e a reagao 
revelada por um conjugado imunoenzimatico (anti-IgG, IgM, 
IgA). Originam-se perfis de reatividade, que tem sido utili- 
zados com fins diagnosticos, inclusive pela elevada sensibili- 
dade, que permitem evidenciar reagoes contra bandas especi- 
ficas, por vezes insuficientes, para originar um sinal detectavel 
em testes como ELISA. No entanto, 6 preciso ter em mente a 
possibilidade de ocasionais resultados inespecificos devido a 
“anticorpos naturais” reagindo com antigenos do Toxoplasma. 

■ Pesquisa de imunidade mediada por celulas 

Embora a proteqao contra a toxoplasmose seja mediada 
primariamente por defesas celulares, em que os linfocitos T 
sao cruciais, a investigagao da imunidade celular nao tem sido 


explorada para fins diagnosticos. A reagao intradermica a 
toxoplasmina, 57 extrato de toxoplasmas colhidos da cavidade 
peritoneal de camundongos experimentalmente infectados, de 
tipo tuberculinico, mostra-se positiva na fase cronica da infec- 
^ao. Seu uso nao se difundiu, em vista do maior desenvolvi- 
mento do diagnostico sorologico, pela falta de padronizapao do 
antigeno e pelo risco de transmissao de agente infeccioso, oca- 
sionalmente presente no camundongo. A quantificapao in vitro 
da resposta imune celular a antigenos, pela proliferate celular 
medida pela incorpora^ao de timidina triciada apos cultura 
dos linfocitos em presen^a de extratos do parasito, apresentou 
blastogenese somente cerca de 3 meses apos a fase aguda da 
toxoplasmose. 58 AtuaLmente, a simplifica^ao da tecnica, detec- 
tando por citometria de fluxo a expressao, na superficie dos lin¬ 
focitos, de receptores indices de ativa<^ao celular, como CD25, 
CD71, CD69, facilita grandemente a investigate da imunidade 
celular, 5y o que podera vir a ser um precioso auxilio diagnostico 
nos casos suspeitos de toxoplasmose congenita. 

Mais recentemente, foi descrita uma familia de receptores 
transmembrana chamados toll-like (TLR), contando com mais 
de uma dezena de representantes. Trata-se de moleculas bem 
conservadas que reconhecem padroes moleculares especifi- 
cos associados a microrganismos, induzindo diferentes tipos 
de resposta imune. As vias de sinaliza^ao dos TLR tem ini¬ 
tio com a ativato da molecula adaptadora comum, o fator 
de diferenciato mieloide 88 (MYD88), que leva a ativato do 
fator de transcrito NFkB e de mitogenos, que sao membros 
da familia das proteinoquinase, promovendo a amplifica^ao 
do sinal iniciado pelo reconhecimento dos padroes especificos 
do parasito pelos TLR. O estudo dos TLR e das vias de sinali- 
zato nas quais estao envolvidos auxiliara a compreensao dos 
mecanismos fisiopatologicos que promovem a modulato da 
resposta imune dos individuos com toxoplasmose. 60,61 

■ Perfis e marcadores sorologicos 

O aparecimento de anticorpos dirigidos contra o 
Toxoplasma, assinalado pela soroconversao dos testes sorolo¬ 
gicos de negativos para positivos, traduz a resposta humoral a 
infecto recem-adquirida. As curvas de ascensao e queda de 
titulos dos diferentes anticorpos obedecem a ritmos diversos 
(Figura 26.1), o que caracteriza tres perfis sorologicos sucessi- 
vos na evoluto da toxoplasmose. 62 Assim, ainda na vigencia 
da parasitemia, observada nas primeiras semanas da primo- 
infec^ao, surgem anticorpos especificos representados por iso- 
tipos IgM, IgA, IgE e, principalmente, IgG. 



Figura 26.1 Perfis sorologicos, segundo ocomportamentode anticor¬ 
pos ar\t\-Toxoplasma, detectados pelos testes de IFI-IgG, IFi-IgM e HA, 
no curso da infeegao pelo Toxoplasma gondii. 
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Caracteriza-se, desse modo, um perfil sorologico de toxo¬ 
plasmose recente, no qua! esses diversos anticorpos estao pre- 
sentes e se constata, inclusive, que os anticorpos IgG sao de 
baixa afinidade ou avidez, detectada pelo ELISA-ureia ante- 
riormente descrito, ou pelo diferencial entre titulos significati- 
vamente mais altos nos testes de imunofluorescencia ou ELISA 
em rela^ao aos resultados da hemaglutina^ao (Quadro 26.1). 

A seguir, na evolu^ao da infec^ao, configura-se um perfil 
sorologico de transi^ao, com niveis elevados de anticorpos 
IgG, de avidez crescente, mostrando titulos hemaglutinan- 
tes, com tendencia a se igualar aos dos testes com anticorpos 
marcados. Estao ausentes os anticorpos IgA e IgE, assim como 
os anticorpos IgM, estes ocasionalmente presentes em baixos 
titulos. Progressivamente, esse quadro sorologico da lugar ao 
perfil de infec^ao latente ou cronica, que, em geral, mantem- se 
por toda a vida com anticorpos IgG de baixos titulos e de alta 
avidez, ausentes os anticorpos de outros isotipos, ainda que, 
ocasionalmente, encontrem-se residuos de anticorpos IgM. 
A transi^ao do perfil sorologico de in fee 9 a o recente para o 
perfil de infec^ao latente e mais ou menos lenta, em semanas 
ou meses, dependendo do estado imunitario dos pacientes 
(Figura 26.1). 

£ preciso ter sempre em mente que a detec^ao de anticor¬ 
pos IgM nao significa, for^osamente, infec^ao ativa, mas sao 
apenas marca de contagio, em geral, recente. Entretanto, nao 
tern valor absoluto, pois, com certa frequencia, podem ser 
encontrados no soro ate por muitos meses. Isso e tanto mais 
verdade quanto maior a sensibilidade dos testes utilizados. 
Porem, nessa eventualidade, os niveis de IgM sao significati- 
vamente mais baixos do que nas fases recente ou de transi- 
9 ao. Assim, em 60 soros reagentes no teste fluorometrico de 
captura VIDAS Toxo-IgM estudados, todos os 31 soros de 
in fee 930 recente apresentaram indices de IgM superiores a 3,0, 
e destes, em 29 dos casos acima de 3,5. Dos 20 casos de toxo¬ 
plasmose na fase de transi 9 ao, somente sete mostraram indices 
entre 3,0 e 3,5, enquanto para os de toxoplasmose latente ainda 
com IgM, seus indices loram inferiores a 3,0 (Figura 26.2). 
Evidentemente, na fase aguda, podem ser encontrados valores 
baixos, mas geralmente em rapida ascensao. 

Diagnostico de toxoplasmose em gestantes 

No individuo imunocompetente, o diagnostico da infec 9 ao 
pelo Toxoplasma e, basicamente, sorologico. A primoinfec 9 ao 
e indicada pela soroconversao e perfil sorologico de infec 9 ao 
recente, presentes ou nao nas manifesta 9 oes clinicas de fase 
aguda da toxoplasmose. Sua detec 9 &o sorologica tern valor 
para o diagnostico do paciente enfermo, mas assume grande 
importancia na gestante, na preven 9 ao da toxoplasmose con¬ 
genita. Atualmente, a gestante e considerada imunotolerante, 
ou ate mesmo imunossuprimida, por alguns autores. E preciso 



Figura 26.2 Niveis de anticorpos IgM (testeVIDAS-Toxo-IgM) de 60 so¬ 
ros de diferentes perfis sorologicos: I - toxoplasmose recente; II - toxo¬ 
plasmose em fase de transigao; ill - toxoplasmose cronica ou latente. 


insistir que, na maior parte dos casos, somente ha transmis¬ 
sao fetal da toxoplasmose quando a primoinfec 9 ao ocorre na 
vigencia de gesta 9 ao. Em cerca de 80% dos casos, a infec 9 ao e 
oligo ou assintomatica, o que nao diminui sua gravidade para 
o feto, notadamente naqueles que forem infectados no pri- 
meiro trimestre da gesta 9 ao. 

Excepcionalmente, pode haver transmissao fetal quando a 
infec 9 &o materna e adquirida poucas semanas ou ate alguns 
meses antes da concep 9 ao . 63 " 65 Embora as possibilidades 
de transmissao fetal sejam remotas, e recomendado que a 
mulher nao engravide dentro de 6 a 9 meses apos toxoplas¬ 
mose aguda ou apos soroconversao , 66 considerando-se que, 
por pelo menos 3 meses apos a positiva 9 ao dos testes sorolo¬ 
gicos 48 possa existir parasitemia. Na gestante com perfil soro¬ 
logico de infec 9 ao latente, o reaparecimento de um perfil de 
toxoplasmose aguda, sugestivo de reinfec 9 ao, pode resultar 
em transmissao da toxoplasmose para o feto e consequente 
quadro de toxoplasmose congenita , 67 muito embora essa situ- 
a 9 &o seja mais rara em rela 9 &o a ocorrencia de primoinfec 9 ao 
durante a gesta 9 ao. 

Nao obstante, e frequente a transmissao vertical da toxo¬ 
plasmose por gestantes imunodeficientes apresentando perfil 
sorologico de toxoplasmose cronica, como tern ocorrido na 
sindrome da imunodeficiencia adquirida (AIDS) ou em outras 
doen 9 as imunodepressoras, bem como na vigencia ou mesmo 
apos o uso de terapeuticas imunossupressoras, como obser- 
vado em casos de linfoma de Hodgkin e em pacientes com 
lupus eritematoso sistemico, por vezes, anos apos a interrup- 
9 ao da utiliza 9 ao de corticosteroides . 67 

O relato de bons resultados terapeuticos na preven 9 ao 
e na redu 9 ao da gravidade da toxoplasmose congenita 68 " 70 
torna obrigatoria a triagem de gestantes de risco, soronega- 
tivas, assim como o acompanhamento daquelas com perfil de 
toxoplasmose recente, ou que se identifiquem com os quadros 
anteriormente descritos. 

Testes para triagem e seguimento de gestantes de risco 

Pelo grande contingente de gestantes desprovidas de anti¬ 
corpos para o Toxoplasma, nao raro de 50 a 60% - dependendo 
de cond^oes socioeconomicas, habitos alimentares e contato 
com animais -, a repet^ao dos testes a cada 4 ou 5 semanas 


Quadro 26.1 ■ Caracteristicas laboratoriais da toxoplasmose 
reedm-adquirida. 

Parasitemia 

Detectada pelo isolamento no sangue do Toxoplasma, pela 
inocula^ao no camundongo ou por cultivo em cultura de celulas, ou 
por identifica^ao de acidos nudeicos (PCR) 

Marcadores 

sorologicos 

Anticorpos IgM, IgA e IgE 

Anticorpos IgG em rapida ascensao ou de titulo elevado 

Anticorpos IgG de baixa avidez (detectada pelo teste ELISA apos 
tratamento dos complexos imunes por solutes dissociantes, 
ou por significativo diferencial de titulos altos no teste de 

imunofluorescencia e baixos no teste de hemaglutina^ao) 
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naquelas que permaneeem soronegativas e mandatoria. Sao 
necessarios testes sensfveis para essa triagem, porem de baixo 
custo e de execu^ao simples, capazes de detectar anticorpos 
IgG e IgM e que possam fornecer resultados a curto prazo. 
Atualmente, dispoe-se de varios sistemas automatizados, 
como VIDAS (bioMerieux), AXSYM (Abbott) e outros para 
anticorpos IgG e IgM, o que torna simples e rapida a realiza^ao 
dos testes, possibilitando a analise de grande quantidade de 
amostras, limitados apenas pelo custo, Anteriormente consi- 
derado inadequado para a triagem de gestantes de risco, pela 
baixa sensibilidade na fase aguda da toxoplasmose, o teste de 
hemaglutina^ao, quando realizado com reagentes desenvolvi- 
dos mais recentemente, mostra-se muito pratico e adequado. 4y 
De sensibilidade elevada, e capaz de detectar desde 5 UI/m£ de 
anticorpos IgG e de assinalar a presen^a de anticorpos IgM. A 
Figura 26.3 indica um algoritmo para a utiliza^ao do teste de 
hemaglutina^ao na triagem de gestantes. 

Entretanto, problema frequente para o obstetra e a mulher, 
ja no curso de uma gravidez, que apresenta sorologia posi- 
tiva para a toxoplasmose, sem historico de testes no passado 
que assegurem uma soroconversao anterior a gesta^ao atual. 
Impoe-se, entao, a avalia^ao do risco de transmissao ao feto, 
levando-se em conta o atual perfil sorologico e o tempo de 
gesta^ao, que permitam inferir a data provavel do contagio. 

Diante de um perfil de toxoplasmose recente, a determina- 
^ao presumivel da epoca da primoinfec^ao - se ocorreu na ges- 
ta^ao atual ou em epoca anterior - assume importancia prog- 
nostica para a possibilidade de infec^ao fetal. Para esse fim, as 
pesquisas de anticorpos IgA e IgE podem trazer subsidios, por 
apresentarem-se no soro geralmente por periodos mais curtos 
do que os anticorpos IgM, que sao encontrados durante prazos 
que variam de poucas semanas a meses e, eventualmente, ate 
por anos devido a maior sensibilidade dos kits diagnosticos 
atuais. Os anticorpos IgA, detectaveis em cerca de 80% dos 
casos, permaneeem por 3 a 6 meses, prazo que pode variar ate 
de 1 a 18 meses 32 e os anticorpos IgE por cerca de 4 meses, mas 
que podem se estender por ate 8 meses . 53 

A interpreta^ao do risco, em presen 9 a de perfil sorologico 
de trans^ao, e tambem delicada. Observado ainda no primeiro 
trimestre, esse perfil e muito sugestivo de soroconversao ante¬ 
rior a concep^ao. Entretanto, e indica^ao para que se proceda a 
pesquisa da infec^ao fetal, como para o perfil de fase aguda. 


Um perfil de toxoplasmose pregressa ou latente, como defi- 
nido anteriormente praticamente exclui a possibilidade de soro¬ 
conversao na gesta^ao em curso, mormente quando detectado 
nos dois primeiros trimestres. Nos numerosos casos de toxo¬ 
plasmose congenita que foram acompanhados, as parturientes 
sempre apresentavam perfis de fase aguda ou de transi<*ao para a 
fase cronica. Entretanto, a presen^a de anticorpos IgM residuais 
em gestantes na fase de toxoplasmose latente, detectaveis espe- 
cialmente pelos testes de maior sensibilidade, tern criado pro- 
blemas de um falso diagnostico de risco quando sem qualquer 
significado como marcadores de infec^ao recente. Nesse caso, 
estao ausentes os demais marcadores, como anticorpos IgA e 
IgE e, principalmente, os anticorpos IgG sao de alta avidez. 

E preciso sempre ter em mente que um teste sorologico 
tern limita^oes por se tratar de tecnica indireta de diagnostico, 
dependente da resposta humoral do paciente, bem como da 
possibilidade de resultados falso-positivos e negativos. 

Diagnostico de toxoplasmose no imunodeficiente 

Na toxoplasmose em pacientes imunodeficientes, inclusive 
nos imunoimaturos, tais como fetos e recem-nascidos, o qua- 
dro sorologico, ainda que possa fornecer informa^oes uteis, e 
de valor diagnostico reduzido. Assume, entao, papel relevante 
a detec^ao do parasito ou de seus componentes. 

Diagnostico de toxoplasmose no feto 

Os toxoplasmas atingem o feto por intermedio da parasi¬ 
temia materna, que causa infec^ao da placenta, o que favorece 
a passagem transplacentaria dos parasitos no terceiro trimes¬ 
tre da gesta^ao devido a maior permeabilidade da placenta . 66 
Por isso, enquanto diminuta a probabilidade de contamina- 
9&0 fetal no inicio da gesta^ao, de 1 a 2 % no primeiro mes e 
cerca de 10 % no primeiro trimestre, alcanna valores de 70 a 
90% no terceiro trimestre, com a media global de 30 a 40%, 
geralmente das gestantes que apresentam soroconversao . 4 Ao 
mesmo tempo, as lesoes fetais sao tanto mais graves quanto 
mais precocemente o feto e atingido. Com a institui^ao pre- 
coce de terapeutica antiparasitaria, refere-se um sensivel 
decrescimo dessas porcentagens, assim como da gravidade 
das lesoes, muito embora alguns autores discordem desses 
dados . 71-73 Constatada a soroconversao ou diante de um per¬ 
fil sorologico de infec^ao recente, e recomendada a adminis- 
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Figura 26.3 Toxoplasmose. Triagem de gestantes - teste de hemaglutina^ao. 
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traqao de terapeutica antiparasitaria ate o fim da gesta^ao, na 
expectativa de se impedir a fixa^ao do Toxoplasma na pla¬ 
centa. Tem sido dada preferencia a farmacos de menor risco 
iatrogenico, corao a espiramicina, ficando restrita medica^ao 
mais ativa, mas de maior risco e toxicidade, como a associa¬ 
te de pirimetamina e sulfadiazina, para quando cabalmente 
demonstrada presen^a de infec^ao fetal, apos a 18 a semana de 
gesta^ao. A evidencia^ao do Toxoplasma no liquido amniotico 
e realizada a partir da 14 a semana, alguns centres preferindo 
aguardar ate a 16- ou ate mesmo a 18 s semana, de preferen¬ 
cia pela rea^ao em cadeia da polimerase (PCR) 13-19 com ele- 
vada sensibilidade, de ate 90%, e especificidade geralmente 
de 100%. Sendo assim, o temor inicial de que a rea^ao em 
cadeia da polimerase pudesse gerar contingente significativo 
de resultados falso-positivos se revelou infundado, e os varios 
estudos realizados empregando genes-alvo distintos revelaram 
grande heterogeneidade de resultados, sugerindo nao apenas 
que os protocolos de amplifica^ao sejam muito dispares, mas 
tambem que possam existir sistemas mais adequados para 
determinadas populates devido a caracteristicas geneticas 
dos individuos. 19 Tambem utilizando a PCR apos a 20 a ou 22 a 
semana de gesta^ao, o Toxoplasma pode ser demonstrado em 
sangue fetal obtido por cordocentese, em que ainda e possivel 
pesquisar anticorpos dirigidos contra o parasito. A pesquisa 
de anticorpos IgG no sangue de cordao nao tem valor diag¬ 
nostico pela presen 9 a de anticorpos maternos de transferencia 
passiva, enquanto a pesquisa de anticorpos IgM reveladores de 
infec^ao fetal, embora de alta especificidade, e de sensibilidade 
reduzida pois que se positiva em apenas 20 a 30% dos casos. 
Essa porcentagem tende a aumentar com o amadurecimento 
imunologico do feto, podendo chegar em recem-nascidos a 
50% ou mais. 46,47 A pesquisa de anticorpos IgA no sangue de 
cordao tem sido sugerida como mais sensivel, de 70 a 90%. 52 
No sangue fetal podem ser encontrados indicios indiretos da 
infec^ao, como eosinofilia, plaquetopenia, e niveis elevados de 
IgM total e de enzimas tais como a gamaglutamil transferase e 
a desidrogenase lactica. 74 

O Toxoplasma pode ser evidenciado mais precocemente 
pela biopsia de vilosidades coriais, no entanto, a reduzida pro- 
babilidade de infecqao fetal nos periodos iniciais da gesta^ao e 
os maiores riscos desse procedimento nao a tornam, em geral, 
recomendavel. 

Diagnostico de toxoplasmose no recem-nascido 

O recem-nascido infectado pelo Toxoplasma em geral apre- 
senta parasitemia, que pode ser detectada na camada leucoci- 
taria de sangue periferico, em geral durante todo o primeiro 
mes de vida, mas principalmente na primeira semana de vida, 
quando apresenta sensibilidade de ate 90%, especialmente 
pela PCR. 5,6 

De alta sensibilidade diagnostica sao as altera^oes anato- 
mopatologicas observadas na placentite por Toxoplasma 79 e a 
identifica^ao do Toxoplasma na placenta, por inocula^ao no 
camundongo ou em cultura de celulas e, com maior sensibili¬ 
dade, por PCR. Ocasionalmente a infec^ao pode ficar restrita 
a placenta, nao atingindo o feto. 

No recem-nascido, a resposta humoral pode auxiliar o 
diagnostico, sendo muito importante, para esse fim, o exame 
tanto do soro da crian^a como da mae. Na presenqa de sinais 
clinicos sugestivos de toxoplasmose, altos titulos de anticorpos 
IgG no recem-nascido aliados a um perfil materno de infec- 
9 §o recente tem alto valor preditivo positivo de toxoplasmose 
congenita, mas que devera ser comprovado pela positividade 
na crian^a, de teste para anticorpos IgM ou pela evidencia^ao 


do Toxoplasma. Outra comprova^ao, de alta sensibilidade, sao 
perfis diferentes de anticorpos IgG maternos e do recem-nas¬ 
cido no teste de immunoblot com antlgenos do Toxoplasma. 55,56 
Estes, distribuldos em bandas de pesos moleculares crescentes, 
sao incubados com os soros e, apos revela^ao, identificam-se as 
bandas com que os anticorpos reagiram. O soro do recem-nas¬ 
cido nao infectado ira originar perfil semelhante ao materno, 
enquanto o soro diferente sera o infectado, produzindo seus 
prbprios anticorpos, cuja reatividade caracteristica soma-se a 
da mae. 55,56 Anticorpos IgM no soro da crian^a sao diagnostic 
cos de infec^ao congenita, exceto nos primeiros 10 dias de vida 
quando, presentes no soro materno, podem ter contaminado 
o sangue do recem-nascido. Nesse caso, sua dura^ao e curta, 
pois a meia-vida de IgM e de 5 dias. A pesquisa de anticorpos 
IgM e de baixa sensibilidade no teste classico de imunofluo- 
rescencia, de apenas 20 a 30%, e ainda com alto risco de resul¬ 
tados falso-positivos. Estes sao removidos pela precipita^ao 
previa de IgG da amostra, o que tambem eleva a sensibilidade 
do teste para cerca de 50%. Mais sensiveis e especificos sao os 
testes de captura de IgM, especialmente os ensaios fluorome- 
tricos, como o teste VIDAS-IgM, que atingem sensibilidade de 
80 a 90%, e maior ainda no teste de immunoblot. 55,56 

Como ja referido, nem todo recem-nascido infectado tem 
capacidade de produzir anticorpos e, nos casos suspeitos, 
porem negativos, a pesquisa de anticorpos IgM deve ser repe- 
tida 1 a 2 meses apos o nascimento. 

A pesquisa de anticorpos IgA tem sido recomendada para 
diagnostico da infec^ao neonatal, 52 como tao ou mais sensi¬ 
vel do que a de anticorpos IgM. Com grande frequencia sao 
positivos os testes para IgG antitoxoplasma no liquido cefalor- 
raquidiano do recem-nascido com toxoplasmose congenita, 
mesmo assintomatico, nao rare tambem para anticorpos IgM. 

Nos nao infectados, os titulos de anticorpos IgG caem pro- 
gressivamente, ate a negativa^ao, em prazos de poucos meses 
a 1 ano; mas nos infectados esses titulos sao permanentes 
ou ascendentes. Porem, devido a imaturidade imunologica 
da crianqa com toxoplasmose, ela nao produz anticorpos, os 
titulos caem, por vezes ate a negativa^ao por esgotamento 
dos anticorpos de transferencia passiva, para se elevarem, em 
seguida, a medida do despertar da resposta humoral. 5,6 Esse 
fenomeno e conhecido como serological rebound. 71 A pesquisa 
de imunidade celular especifica para o Toxoplasma tem sido 
investigada para fins diagnosticos, especialmente da infec^ao 
congenita, cujo desenvolvimento ocorre no primeiro ano de 
vida. Apos o 3® mes, apresenta grande sensibilidade, 58 devendo 
ser melhor investigada nos 2 primeiros meses. Como referido, 
a citometria de fluxo para detec^ao da expressao de receptores 
indicatives de ativaqao na superficie de linfocitos facilita gran- 
demente a pesquisa da imunidade celular. 59 

Nao se deve esquecer que, em cerca de 80% dos casos, a 
toxoplasmose congenita e inaparente, assim como foi, fre- 
quentemente, a infec^ao materna, passando despercebida, mas 
que sera causa de lesoes posteriores, principalmente oculares 
e cerebrais, levando a cegueira e a disturbios neurologicos, 
podendo causar retardamento mental, 5,6 mas que podem ser 
evitadas ou minimizadas se o tratamento for iniciado ainda 
no primeiro mes de vida e prolongado por todo o primeiro 
ano. 65 ” 70 

Diagnostico de toxoplasmose nos pacientes 
imunodefidentes propriamente ditos 

Nos transplantados, principalmente de cora^ao, figado, 
rins e medula ossea, em pacientes com neoplasias submetidos 
a quimioterapia, e nos imunodefidentes, especialmente na 
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AIDS, a toxoplasmose causa quadros graves tanto nas pri- 
moinfec^oes (mais raras), quanto nas frequentes reativa^oes 
de infecdoes latentes. Para o diagnostico, a evidencia^ao do 
Toxoplasma tem, entao, maxima importancia. Por vezes, 
o parasito pode ser encontrado por simples colora^ao ou 
por imunofluorescencia, como no lavado brocoalveolar 
na toxoplasmose pulmonar, quadro que se distingue da 
pneumonia por Pneumocystis jiroveci por apresentar niveis 
extremamente elevados de desidrogenase lactica no soro. 74 
No entanto, sao necessarias tecnicas mais sensiveis, como a 
inocula^ao no camundongo, ou o cultivo em fibroblastos, 8 ’ 9 
a pesquisa de antigenos parasitarios por imuno-histoqui- 
mica em material de biopsia, ou por rea^oes imunologicas 
em liquidos organicos, como o cefalorraquidiano e, inclu¬ 
sive, na urina. 11,12 De muito maior sensibilidade, porem, e a 
pesquisa de segmentos caracteristicos do DNA, por hibridi- 
za^ao e, principalmente, por PCR. 13-19 O fato de as tecnicas 
moleculares serem mais rapidas e independerem das con- 
di^oes imunologicas dos pacientes faz com que assumam 
papel de destaque no diagnostico da infecdao em pacientes 
imunodeficientes. 

O diagnostico imunologico nesses individuos e dificul- 
tado pelo comportamento anomalo do perfil sorologico, 
para o qual buscam-se ainda marcadores confiaveis, mor- 
mente para as reagudiza^oes de infecdoes cronicas. Assim, 
em cerca de 50% das graves complicates oportunistas 
causadas pelo Toxoplasma nos imunodeficientes, o quadro 
sorologico se mantem com um perfil de infecdao latente, 
nao sendo incomum a ocorrencia de sororreversao, com 
desaparecimento dos anticorpos antitoxoplasma e negati- 
vadao dos testes. 

Investigate de anticorpos antitoxoplasma dos varios iso- 
tipos, no soro, por Pinon et al. 76 revelou anticorpos IgM em 
apenas 10% dos casos, de IgE em 20 a 25% e de IgA em cerca 
de 40%, os anticorpos IgG mostrando significativa eleva^ae 
de titulos em 25%. 60 Fato importante, estes sinais sorologicos 
surgem, com frequencia, antes das lesoes e de suas manifes- 
tadoes clinicas, por vezes com meses de antecedencia, mas de 
maneira transitoria, interrompida, o que levou Pinon et al. 76 
a recomendarem, nos imunodeficientes portadores de toxo¬ 
plasmose latente, a pesquisa periodica, a cada 2 meses, de 
anticorpos IgA e IgE, como marcadores de risco de reativa<t°- 
De modo semelhante, tambem foi observada a produce de 
anticorpos antitoxoplasma in vitro por Jinfocitos do sangue 
periferico 5 a 15 meses antes do estabelecimento de encefalite 
por toxoplasma. 77 

Na encefalite por toxoplasma, Potasman et al. referem 
maior carga de anticorpos IgG no liquido cefalorraqui¬ 
diano do que no soro, 78 fato semelhante ao que se encontra 
no humor aquoso na toxoplasmose ocular. Essas cargas sao 
expressas pelo titulo de anticorpos por miligrama de IgG, 
que se obtem dividindo os titulos encontrados pelas quanti- 
dades de IgG presentes, respectivamente no LCR e no soro. 
Entretanto, somente seria observada quando as lesoes situ- 
am-se proximo as meninges. 

Indicate importante da reagudizato da toxoplasmose no 
imunodeficiente e a detecdao do parasito no sangue, de maior 
sensibilidade pela PCR. 13 ~ 19 

Diagnostico de toxoplasmose ocuiar 

As observances, no Brasil, de Fernando Gomes da Silveira, 
oftalmologista em Erechim, RS, e estudadas por Claudio 
Magalhaes Silveira et a/., 79,80 chamaram a atento para a ele- 


vada incidencia de coriorretinite por toxoplasma na infecto 
adquirida na vida extrauterina, anteriormente considerada 
como apanagio da toxoplasmose congenita, presente no 
recem-nascido e podendo surgir tardiamente, mesmo apos 
decadas. 

Investigadbes mais recentes realizadas por grupos de 
pesquisa brasileiros apontam a participate de receptores 
toll-like e de polimorfismos em genes que participam da 
resposta inflamatoria, tais como inter ferona gam a, fator 
de necrose tumoral alfa, dentre outros, na suscetibilidade a 
coriorretinite por toxoplasma, 81 ' 83 existindo tambem com- 
ponente genetico do parasito na genese de infecdoes mais 
graves. 84 

Embora ocasionalmente encontrada em pacientes com 
perfil sorologico de fase aguda, em regra a toxoplasmose 
ocular ocorre em fase tardia da infecdao, com o paciente 
apresentando um perfil de fase crbnica. Em doentes com 
imunodeficiencia pelo HIV, sao frequentes as retinites por 
diversos agentes oportunistas, como o citomegalovirus, 
o herpes simples e o zoster, alem do Toxoplasma gondii. 
Caracteristicamente na coriorretinite, a lesao ocular pelo 
Toxoplasma tem, como uma das marcas imunologicas, a 
produdao intraocular de anticorpos antitoxoplasma. Em 
consequencia, a carga de anticorpos IgG (titulo/mg de IgG) 
no humor aquoso resulta maior do que a carga respectiva 
no soro, o que e expresso pelo indice de Desmonts-Witmer, 
dado pelo quociente entre ambas as cargas. Originariamente, 
os titulos de anticorpos eram determinados pelo teste de 
Sabin-Feldman utilizando diluidbes de razao 2 ou 4, o que 
nao permitia maior precisao. Desse modo, podia-se tomar 
como significativos de produdao intraocular somente Indi¬ 
ces superiores a quatro ou mesmo a oito. Com a quantifica- 
dao mais precisa dos anticorpos, pelo ensaio ELISA forne- 
cendo valores expressos de maneira continua, em unidades 
internacionais (Ul/mf), pode-se atribuir valor diagnostico a 
indices iguais ou maiores do que dois e meio. O resultado foi 
um nitido aumento da sensibilidade diagnostica do indice 
de Desmonts-Witmer, como verificado por Petrilli et al, 83 
A baixa avidez dos anticorpos IgG no humor aquoso, como 
descrito por Vinhal et al., 86 constitui outro bom marcador 
de toxoplasmose ocular, nao raro em contraste com alta 
avidez no soro. A presenda de anticorpos IgA ou IgM para o 
Toxoplasma , no humor aquoso, parece representar um bom 
marcador de toxoplasmose ocular, porem, de maior valor 
diagnostico e a avaliadao comparativa de perfis de anticor¬ 
pos no humor aquoso ou vitreo e no soro. Enquanto o indivi- 
duo com anticorpos antitoxoplasma no soro, mas sem lesao 
ocular, nao apresenta anticorpos intraoculares, ou ocasio¬ 
nalmente apenas anticorpos IgG reagindo com as mesmas 
bandas antigenicas que para o soro, na toxoplasmose ocular 
encontram-se anticorpos no humor aquoso ou no vftreo, 
detectados pelo teste de immunoblot com reatividade para 
bandas antigenicas diferentes daquelas do soro, ou mesmo 
mais intensas do que as correspondentes sericas.^ 5,56 Para 
o diagnostico etiologico, outra possibilidade e a detecdao 
de toxoplasmas intraoculares pela identificadao de DNA 
parasitario por PCR. Ao investigarem o valor diagnostico 
de algumas das tecnicas referidas, Garweg et a/., 87 " 90 em um 
grupo de 27 pacientes, encontraram sensibilidades de 41% 
para o indice de Desmonts-Witmer, 28% para PCR, 22% 
para a determina^ao de IgA e de 15% para avidez de IgG. 

A Figura 26.4 sumariza o diagnostico laboratorial da toxo¬ 
plasmose. 
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Figura 26.4 Sumario do diagnostics laboratorial da toxoplasmose. 
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► Introdugao 

A infecqao por Schistosoma mansoni, unica especie do 
genero que ocorre de modo autoctone no Brasil, representa 
uma das principals endemias parasitarias no pais. Inquerito 
coprologico com abrangencia nacional, efetuado na decada 
de 1950, avaliou em 10% a prevalencia dessa helmintose no 
Brasil. Levantamentos com tal amplitude nao foram mais rea- 
lizados; todavia, pesquisas mais recentes sob responsabilidade 
da Funda^ao Nacional de Saude (Funasa) indicam frequencia 
semelhante, com ocorrencia de casos autoctones em 17 das 27 
unidades da Federaqao. 1 Dados publicados pelo Ministerio da 
Saude revelam a notificaqao de 113.712 novos casos de infec- 
qao esquistossomotica em todo territorio brasileiro no periodo 
compreendido entre 1995 e 2007, envolvendo todas as regioes, 
com 9.357 obitos. Embora o numero de individuos infecta- 
dos pelo trematodeo nao tenha sofrido redu^ao apreciavel nas 
ultimas decadas, dados do Ministerio da Saude indicam dimi- 
nuiqao da morbi-mortalidade causada pela endemia. Assim, 
notou-se queda significativa do coeficiente de mortalidade 
especifica por esquistossomose no Brasil, que em 1980 era 
0,69/100.000 habitantes e, ao final da decada seguinte, chegou 
a 0,29 obito para cada 100.000 habitantes. Tal resultado tern 
sido atribuido a a^oes de controle efetuadas pelo Ministerio 
e Secretarias Estaduais de Saude, decorrentes da horizontal!- 
za^ao do Programa Especial de Controle da Esquistossomose 
(PECE), iniciado em 1976, cujo objetivo principal de contro- 
lar a transmissao da endemia nao foi atingido, conseguindo, 
entretanto, diminuir consideravelmente a gravidade da infec- 
qao em termos populacionais. 

Schistosoma mansoni e um trematodeo digenetico que 
infecta seres humanos e algumas outras especies de verte- 
brados que entram em contato com cole^oes de agua doce 
infestadas por cercarias eliminadas por moluscos planorbi- 
deos do genero Biomphalaria , os quais atuam como hospe- 
deiros intermediaries. No Brasil encontram-se 11 especies de 
Biomphalaria > contudo apenas tres - B. glabrata , B. tenago- 
phila e B. straminea - sao responsaveis pela transmissao da 
esquistossomose. 

Do ponto de vista clinico e anatomopatologico, a esquis¬ 
tossomose mansonica pode ser dividida em tr£s grupos, que 
apresentam morbidade crescente nas formas: 

■ Intestinal 

■ Hepatointestinal 

■ Hepatoesplenica 

0 Hepatoesplenica compensada 

0 Hepatoesplenica descompensada. 

E preciso considerar ainda que, em areas endemicas, a 
maioria dos casos se apresenta na forma intestinal, muitas 
vezes assintomatica ou oligossintomatica. 

► Diagnostico laboratorial 

O diagnostico laboratorial da esquistossomose mansonica 
pode ser realizado por meio de metodos parasitologicos, ana- 
tomopatologicos ou imunologicos. Recentemente, desenvol- 
veu-se tecnica molecular de diagnostico com resultados pro- 
missores. 2 

A demonstra^ao de ovos do parasito nas fezes ou material 
de biopsia de individuos infectados constitui diagnostico de 
certeza na esquistossomose. Todavia, resultados negativos em 


exames coprologicos, ou mesmo anatomopatologicos, nao 
excluem a possibilidade de infec^ao, principalmente no caso 
de pacientes com infec^ao leve, resultante de carga baixa de 
helmintos ou, ainda, pacientes com infeeqao cronica, os quais 
desenvolveram grau apreciavel de fibrose na submucosa intes¬ 
tinal. Nesses casos, nem sempre e facil encontrar ovos de S. 
mansoni nas fezes nas condi^oes que caracterizam inqueritos 
epidemiologicos, nos quais habitualmente uma unica amos- 
tra fecal de cada individuo e examinada. 3,4 Rabello et al., exa- 
minando por meio de tecnicas parasitologicas e biopsia retal 
217 pacientes que apresentavam testes imunologicos positivos 
para esquistossomose, encontraram elementos esquistosso- 
moticos em apenas 68%. 5 

- Diagnostico parasitoiogico 

O diagnostico parasitoiogico da esquistossomose man¬ 
sonica pode ser dado por meio de tecnicas qualitativas, que 
apenas detectam a existencia de ovos do parasito nas fezes 
do paciente, ou pelo emprego de tecnicas quantitativas, que 
determinam o numero de ovos presentes por grama de fezes. 

A possibilidade de avaliar a intensidade, e nao apenas a 
prevalencia de infec^ao com o uso de tecnicas quantitativas, 
bem como a relaqao existente entre intensidade de infeeqao e 
morbidade, 6-8 fez com que a Organiza^ao Mundial da Saude 
(OMS) recomendasse o emprego de tecnicas coprologicas 
quantitativas para o diagnostico da esquistossomose, especial- 
mente em inqudritos populacionais. 

Embora existam dados sugerindo varia^ao na quantidade 
de ovos de S. mansoni eliminados pelas fezes por um mesmo 
paciente examinado em dias diferentes 9 ’ 10 e em diferentes 
porqoes do mesmo bolo fecal, 11 a analise de pacientes por 
periodos relativamente longos ou de grupos de individuos, 
em vez de pacientes isolados, indica tendencia a eliminaqao 
estavel de ovos de S. mansoni nas fezes de seres humanos 
infectados. 12 Por outro lado, a repeti^ao dos exames, com 
aumento da quantidade de amostras examinadas de um 
mesmo individuo, eleva a sensibilidade das tecnicas copro- 
logicas de diagnostico. 3 ’ 13 

E preciso lembrar, todavia, que o emprego de tecnicas copro¬ 
logicas com a intenqao de determinar, em nivel populacional, 
a prevalencia de infeeqao esquistossomotica pode resultar em 
avalia^oes imprecisas, em razao de um conjunto de fatores que 
podem provocar varia^oes na presenqa e quantidade de ovos 
de S. mansoni nas fezes de individuos infectados. 3 Assim, a 
ocorrencia de infec 9 oes unissexuais ou de individuos infecta¬ 
dos por pequeno numero de vermes, a queda na postura de 
femeas do trematodeo com o passar do tempo, e a dificuldade 
progressiva na migra^ao dos ovos pela submucosa e mucosa 
intestinais de pacientes que desenvolvem fibrose nessa regiao 
justificam possiveis falhas no resultado de exames parasitolo- 
gicos de fezes. 

Outro aspecto a ser destacado na avaliaqao da prevalencia 
de infeeqao esquistossomotica em grupos populacionais e a 
dificuldade crescente de diagnosticar individuos infectados 
empregando-se tecnicas coprologicas com o decrescimo das 
taxas de prevalencia, apos a vigencia de programas de controle 
da endemia. 

Metodos coprologicos qualitativos 

Diversas tecnicas coprologicas qualitativas apropriadas 
para o diagnostico da infeeqao humana por S. mansoni sao 
referidas na literatura. Sao tecnicas usadas preferencial- 
mente para diagnostico em termos individuais, devendo 
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ser evitadas em estudos epidemiologicos ou na avalia^ao de 
pro gramas de controle quando e importante estimar a carga 
parasitaria. 14 

Serao citadas apenas as mais utilizadas em nosso meio: o 
metodo de sedimenta^ao espontanea, a tecnica de eclosao de 
miracidios e o metodo de Kato - este ultimo, contudo, sera 
considerado mais adiante com a modifica^ao introduzida por 
Katz et al. , que o transforma em tecnica quantitativa de diag¬ 
nostico. 15 

Metodo de sedimenta^ao espontanea 

Este metodo foi originalmente descrito por Adolfo Lutz 
e, em seguida, padronizado por Hoffman, Pons e Janer. 
Posteriormente, foi modificado por outros autores que 
introduziram altera^oes no processo de filtra^ao de fezes. 3 
Baseia-se na possibilidade de concentra^ao de ovos de hel- 
mintos e cistos de proto zoarios presentes nas fezes de pacien- 
tes infectados e, principalmente, ovos de S. mansoni por 
meio de processo de sedimentaqao de particulas submetidas 
a a^ao gravitacional, em frasco especial com fundo conico. 
Tres a quatro gramas da amostra fecal devem ser emulsio- 
nados em agua e filtrados atraves de tela metalica ou gaze 
para o calice de sedimenta^ao. Transcorrido tempo sufi- 
ciente para que ocorra sedimenta^ao do material em suspen¬ 
sao, transfere-se, com auxilio de pipeta, parte do sedimento 
para lamina de microscopia, a qual sera examinada a seguir. 
Podem-se acrescentar duas gotas de lugol ao sedimento, se 
houver interesse em diagnosticar a existencia de cistos de 
protozoarios. Convem lembrar que, se o sedimento perma- 
necer muito tempo exposto diretamente a luz, a eclosao de 
ovos de 5. mansoni , com a liberaqao de miracidios, podera 
ser estimulada. 

Por sua simplicidade e baixo custo, essa tecnica e bastante 
utilizada para o diagnostico da esquistossomose. Rabello et al. 
referem resultados comparaveis quando a cotejaram com o 
metodo de Kato-Katz. 3 Deve-se destacar, contudo, a impos- 
sibilidade de estimar a carga parasitaria com o emprego desse 
metodo. 

Teste de eclosao de miracidios 

Este teste baseia-se na estimula^ao da eclosao de miraci- 
dios contidos em ovos de S. mansoni presentes nas fezes de 
individuos infectados quando uma suspensao de fezes em 
agua e adequadamente exposta a a^ao de luz solar ou artifi¬ 
cial. Utilizando-se frasco de gargalo fino e longo para expor 
a suspensao de fezes e iluminando-se preferencialmente a 
parte superior do frasco, os miracidios sao ai concentrados, 
podendo ser diagnosticados a olho nu ou com o auxilio de 
lente dotada de pequena capacidade de aumento. Dispensa-se, 
com o emprego dessa tecnica, o uso de microscopia, viabili- 
zando o exame de amostras fecais em condi^oes de trabalho de 
campo, alem de permitir a avalia^ao da viabilidade dos ovos 
de S. mansoni. 3 

Diversos autores utilizaram o teste de eclosao de miraci- 
dios com bons resultados em areas end&micas 16,17 ou mesmo 
em regioes nao endemicas com casos importados de pacientes 
doentes, 18 embora, neste caso, os resultados tendam a ser infe- 
riores aos obtidos com outras tecnicas, como consequencia 
do baixo indice de elimina^ao de ovos viaveis de S. mansoni 
pelos pacientes. 3 Lemos et al. relataram melhores resulta¬ 
dos no diagnostico de infec^ao esquistossomotica e tambem 
no controle de cura apos tratamento especifico, em area nao 
endemica, quando associaram o teste de eclosao de miracidios 
e o metodo de Kato-Katz. ly 


Metodos coprologicos quantitativos 

A possibilidade de se estimar a carga parasitaria e a morbi- 
dade resultante da infec^ao esquistossomotica sao os fatores 
responsaveis pelo incremento no uso de metodos coprologicos 
quantitativos no diagnostico laboratorial da esquistossomose 
mansonica, verificado ultimamente. Entre os diversos meto¬ 
dos quantitativos descritos na literatura, os mais utilizados 
para o diagnostico da esquistossomose sao os de Barbosa, de 
Bell, de Kato-Katz e de Teesdale. 

Metodo de Barbosa 

Descrito em 1967, trata-se de metodo simples, resultante 
da modifica^ao do metodo de sedimenta^ao espontanea. 7 
Preconiza a utilizaqao de volume conhecido de sedimento 
fecal, apos emulsao de 5 g de fezes em 50 m £ de agua. Passados 
60 min, o sedimento e separado, seu volume determinado e 
examina-se a aliquota correspondente a 0,1 mf. Calcula-se o 
numero de ovos de S. mansoni por grama de fezes [OPG] com 
a seguinte formula: 

QPQ _ N s de ovos por lamina x Volume do sedimento 
Volume do sedimento x Peso da amostra de fezes 

Metodo de Beil 

O metodo de Bell 20 nao tern sido muito utilizado em con- 
di^oes de trabalho de campo provavelmente em virtude de 
sua maior complexidade. Baseia-se na filtra^ao, sob vacuo, 
de emulsao de fezes atraves de duas telas de malhas finas jus- 
tapostas (500 e 350 (im de abertura, respectivamente) e, a 
seguir, por folha de papel de filtro (Whatman 541) que retem 
os ovos de S. mansoni. Acrescentando-se solu^ao saturada de 
ninidrina, obtem-se a Colorado dos ovos, que sao facilmente 
visualizados e contados ao microscopio. 

Metodo de Kato-Katz 

O metodo coprologico descrito por Kato para o diag¬ 
nostico de ovos de helmintos nas fezes se tornou conhe¬ 
cido no Ocidente apos publica^ao de Komiya e Kobayashi. 21 
Tratava-se, originalmente, de tecnica qualitativa que permitia 
quantifica^ao se a amostra a ser examinada fosse previamente 
pesada. 22 Todavia, apos adapta^ao proposta por Katz et ai., 15 
transformou-se em metodo quantitative, caracterizado por 
extrema simplicidade metodologica, passando a ser denomi- 
nado metodo de Kato-Katz. 

De acordo com essa tecnica, a amostra fecal e quantificada 
por meio de um cartao perfurado, conseguindo-se uma ali¬ 
quota de material correspondente, em media, a 43,7 mg. As 
fezes assim obtidas deverao ser passadas atraves de tela pro- 
vida de 105 malhas por polegada quadrada, que permite a 
passagem dos ovos de helmintos, retendo, todavia, detritos 
fecais mais grosseiros. A seguir, as fezes sao espalhadas sobre 
lamina de microscopia por meio de laminula de papel celofane 
permeavel, previamente tratado por, no minimo, 24 h com 
solu^ao de verde malaquita em glicerina. 

Com a evapora^ao da agua, a glicerina age sobre o esfrega^o 
fecal, clarificando-o. Torna-se, assim, possivel a visualiza^ao 
ao microscopio dos ovos de 5. mansoni presentes no material. 
Na determinaqao, o numero de ovos no esfrega^o e sua mul- 
tiplica^ao por 24 equivalerao aproximadamente ao numero 
total de ovos de 5. mansoni eliminados por grama de fezes. 

Essa tecnica, alem de ser simples, permite a estocagem da 
lamina preparada para leitura posterior, tornando possivel a 
ado^ao de esquemas de supervisao do diagnostico laboratorial 
e facilitando seu emprego em condi^oes de trabalho de campo. 
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Nessas circunstancias, de acordo com Coura e Conceiqao, 23 
impoe-se a utiliza^ao do metodo de Kato-Katz em face de sua 
sensibilidade, baixo custo e facilidades operacionais. E desa- 
conselhavel, entretanto, seu uso em amostras fecais diarreicas. 

Metodo deTeesdale 

Este metodo foi descrito em 1976 por Teesdale e Amin. 24 
Assemelha-se ao metodo de Kato-Katz sob o aspecto meto- 
dologico, diferindo deste pelo fato de obter-se o esfrega^o 
das fezes a serem examinadas por meio de pressao entre duas 
laminas de microscopia. 

Em condiqoes de campo, Chitsulo et al. obtiveram resulta- 
dos semelhantes aos do metodo de Kato-Katz, enfatizando que 
o metodo de Teesdale tern custo menor, pois dispensa o uso 
de reagentes quimicos, alem de permitir a avalia^ao da via- 
bilidade dos ovos de S. mansoni existentes. 25 Todavia, nao se 
presta a estocagem das laminas, obrigando a sua leitura ime- 
diata, fato que dificulta seu emprego em trabalhos de campo. 

Novas tecnicas de diagnostic parasitologic 

O diagnostico de certeza ou verdadeiro 6 obtido por tec¬ 
nicas de detec^ao direta do agente parasitario ou de seu com- 
ponente em amostra fecal, como ja referido anteriormente. 
Desse modo, novas tecnicas tern sido desenvolvidas mediante 
o refinamento daquelas conhecidas ou incorporando outros 
conhecimentos tecnologicos, visando ao aumento de sensibi¬ 
lidade diagnostica. A seguir, algumas tecnicas potencialmente 
aplicaveis serao apresentadas; no entanto, aguarda-se por mais 
avaliaqoes no aspecto referente ao desempenho diagnostico. 

Tecnica de sedimentagao diferencial 

Recentemente, Coelho et al. 26 descreveram esta tecnica 
em que a amostra fecal, preparada em solu^ao salina a 3%, e 
submetida a fluxo continue atraves de placa porosa que per- 
mite passagem de material de baixa densidade, apreendendo 
o sedimento no qual ficariam retidos ovos de 5. mansoni. 
Comparando-se as amostras examinadas por essa tecnica e 
pelo metodo original de Kato-Katz, esses autores obtiveram 
resultados bastante satisfatorios. 

Tecnica rapida para tres amostras fecais 

Foi desenvolvido um kit denominado TF-test* (three fecal 
test) 27 que permite processar em uma unica etapa as amos¬ 
tras de fezes colhidas em 3 dias diferentes. A tecnica possibilita 
maior encontro de ovos de helmintos e cisto de protozoarios, 
mostrando-se util para o diagnostico da esquistossomose. 
Constitui uma ferramenta de interesse para a utiliza^ao em 
programa de controle da esquistossomose, em conjunto com 
outras parasitoses intestinais. 28 

Tecnica com uso de esferas paramagneticas 

Na tentativa de melhorar a sensibilidade diagnostica da 
tecnica parasitologica em areas de baixa endemicidade para 
esquistossomose, foi descrita uma tecnica em que o sedi¬ 
mento, obtido por tecnica de Richie, e incubado com esferas 
paramagneticas. 25 Em um campo magnetico, observou-se a 
separa^ao dos ovos de S. mansoni. Essa tecnica parte com uma 
grande massa fecal (30 g), para detectar, em media, 1,3 ovo por 
grama de fezes. 

- Tecnicas de diagnostico molecular 

Pontes et al. 2 desenvolveram tecnica de rea^ao em cadeia 
da polimerase (PCR), utilizando como primer uma sequencia 
de DNA altamente repetitiva no genoma de S. mansoni , a qual 


permitiria identificar a existencia do DNA parasitario no soro 
e nas fezes de individuos infectados. Lier et al. 30 , anos mais 
tarde, descreveram tecnica de PCR em tempo real para detec- 
^ao de DNA de S. japonicum em amostras fecais. Tal tecnica 
revelou elevada sensibilidade, permitindo diferenciar S. japo¬ 
nicum de outras especies do gbnero Schistosoma e de outros 
helmintos parasitos intestinais. 

Recentemente, Gomes et al. 31 relatam o desenvolvimento 
de sistema denominado PCR-ELISA, o qual permite amplifi- 
ca^ao enzimatica de determinadas regioes do DNA parasitario 
mesmo quando presente em baixa concentra^ao. 

- Diagnostico anatomopatologico 

Dentre os diversos orgaos nos quais e possivel demons- 
trar-se a existencia de ovos de S. mansoni por meio de biop- 
sias, o unico que tern sido submetido a esse tipo de exame com 
certa frequencia e a mucosa retal. 

A biopsia retal foi proposta como tecnica de diagnostico 
anatomopatologico da esquistossomose, em 1943, por Ottolina 
e Atencio (apud WHO, 1985), 9 tendo sido, posteriormente, 
padronizada para permitir analise mais precisa da atividade 
da infec^ao esquistossomotica. 32 

A retirada de pequeno fragmento da mucosa retal, na 
altura das valvulas de Houston, permite o diagnostico da 
esquistossomose mansfinica por meio da identifica^ao de 
ovos do trematodeo, com maior frequencia do que quando se 
utiliza apenas um exame coproscopico pela tecnica da sedi- 
menta^ao espontanea ou de Kato-Katz. 4 Os resultados tor- 
nam-se, todavia, comparaveis quando sao realizados exames 
coprologicos de 2 a 5 amostras de fezes. Por esse motivo, alem 
das evidentes desvantagens operacionais, a biopsia retal tern 
sido utilizada apenas na avalia^ao da atividade de farmacos 
antiesquistossomoticos. 9,32 

• Diagnostico imunologico 

A infeeqao causada por 5. mansoni, na fase aguda e em 
pacientes com alta carga parasitaria, pode ser facilmente diag- 
nosticada por meio do encontro de ovos nas fezes, empregando 
tecnicas parasitologicas. Entretanto, na fase cronica da infec- 
^ao, e muito mais dificil encontrar ovos nas fezes, cuja escassez 
e atribuida a diversos fatores. E importante destacar que, na 
infec^ao cronica, a resposta imune celular e mais intensa e a 
prolifera^ao do tecido conectivo, juntamente com a forma^ao 
de pseudotuberculos em torno do ovo, pode prevenir o escape 
deste da mucosa para o lumen do intestino; e, como ja men- 
cionado, o verme-femea de S. mansoni perde gradativamente 
sua capacidade de oviposiqao, reduzindo, assim, o numero 
total de ovos. 33 

Por outro lado, em decorrencia da implanta^ao dos 
Programas de Controle e Vigilancia da Esquistossomose, 
foi possivel observar decrescimo substancial tanto da preva¬ 
lence como da intensidade de infec^ao por S. mansoni em 
pacientes e individuos residentes em diferentes areas ende- 
micas para a doenqa. Nessas circunstancias, os testes soro- 
logicos prestam inestimavel auxilio, complementando os 
dados parasitologicos. 

Os testes imunodiagnosticos podem ser empregados no 
diagnostico da esquistossomose avan^ada, em portadores de 
baixa carga parasitaria, nos casos de infec^ao unissexuada, 
infec^ao com oviposiqao parasitaria irregular e de outras si- 
tua^oes peculiares, as quais limitam as tecnicas parasitolo¬ 
gicas. Infelizmente, a maioria dos testes imunodiagnosticos 
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de detec^ao da rea^ao antigeno/anticorpo desenvolvidos ate 
o momento para o diagnostico da esquistossomose, embora 
sejam de demonstraqao pratica de anticorpos/antigenos, nao 
sao rotineiramente utilizados de modo efetivo. Esses testes 
ficaram limitados apenas para alguns laboratories de diferen- 
tes institutes no Brasil, como o Institute Adolfo Lutz (Sao 
Paulo), e no exterior, como os Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC), para diagnostico e pesquisa e, as vezes, 
para avail a^ao epidemiologica piloto. Portanto, ainda nao dis- 
pomos de um teste imunodiagnostico que seja pratico, sensi- 
vel, especifico e barato, que supra as limita^oes do diagnostico 
parasitologico. 34 Alguns desses testes serao abordados a seguir 
por servirem de base para a busca de marcadores imunologi- 
cos para infec^ao ativa e para infec^ao passada; para a deter- 
mina^ao da morbidade; para o desenvolvimento de novos 
testes mais sensiveis e especificos; e tambem por serem tecni- 
camente promissores para o monitoramento na quimioterapia 
em casos de esquistossomose mansonica. 

Pesquisa de anticorpos 

A maior parte dos testes imunologicos descritos para o 
diagnostico da esquistossomose e indireta e se aplica a detec- 
qao de anticorpos. A positividade em um desses testes devera 
ser interpretada em termos de probabilidade, por nao definir 
a existencia de infec^ao por 5. mansoni , o que indica somente 
a existencia da resposta do sistema imune do hospedeiro a 
determinados antigenos parasitarios. 

A reagdo intradermica contra antigeno de verme adulto foi 
bastante empregada nas decadas de 1970 e 1980. Devido a sua 
praticidade, baixo custo e resultado imediato, a rea^ao intra¬ 
dermica era a metodologia preconizada pela OMS para ser 
empregada em estudos populacionais de larga escala. 35,36 No 
entanto, a baixa sensibilidade em crianqas e as rea^oes cruza- 
das obtidas em individuos expostos a cercarias de outros tre- 
matddeos, parasitos de aves, repteis e outros animals, fizeram 
com que a rea^ao fosse gradativamente abandonada. 37 

O valor da reagdo periovular no diagnostico da esquis¬ 
tossomose foi bem avaliado nos trabalhos realizados 
anteriormente. 38-40 Essa tecnica nao foi bem difundida aqui 
no Brasil, entretanto, e usada na Venezuela como padrao-ouro 
em areas de baixa endemicidade, com sensibilidade variando 
de 92 a 100% e especificidade de 96 a 100%. 41 

A reagdo de hemaglutinagdo indireta, usando hemacias 
humanas sensibilizadas com antigenos de S. mansoni, foi 
padronizada, aperfei^oada e avaliada por grupo de pesquisa- 
dores, nas decadas de 1970 e 1980. 42 ' 44 Quando essa tecnica foi 
empregada em uma popula^ao residente no Vale do Paraiba, 
obteve-se sensibilidade de 96% e especificidade de 97,4%. 45 
Em estudo publicado, no qual um kit comercial (Fumouze 
Laboratories, Levallois-Perret, Fran£a) foi usado para diag- 
nosticar a esquistossomose em turistas holandeses que haviam 
visitado o continente africano, obteve-se sensibilidade de 88% 
e especificidade de 98,9%, considerando - se o titulo de corte 
de 1:160 46 

Outrastecnicas sorologicas, como a reagdo defixagao do com¬ 
plement e a floculagao, 47 AH bem como o radioimunoensaio, 49 ja 
foram utilizadas para estudos populacionais; hoje, no entanto, 
foram abandonadas. 

A reagdo de imunofluorescencia indireta (IFI) com cortes 
congelados de vermes adultos para o diagnostico da esquis¬ 
tossomose mansoni foi padronizada no final da decada de 
1970. Nesses estudos, obteve-se sensibilidade na ordem de 
95% e especificidade de 99%, 50 taxas proximas as relatadas por 
outros autores. 51 Com o uso da IFI e possivel obter uma serie 


de informa^oes sobre peculiaridades da resposta imunologica 
nas apresenta^oes clinicas da esquistossomose, isto e, a iden- 
tifica^ao das classes de anticorpos anti-5, mansoni tern produ- 
zido informa^oes quanto ao estagio e a gravidade da infec^ao. 
Um exemplo dessa abordagem e a deteeqao de anticorpos IgA, 
por meio da IFI, em pacientes portadores da esquistossomose 
mansoni nas manifestaqoes agudas ou recentes. Esses anti¬ 
corpos IgA nao sao detectados nos pacientes portadores da 
forma cronica. Nos portadores da manifesta^ao aguda, tam¬ 
bem e possivel detectar anticorpos IgM em altos titulos, que 
estao em baixos titulos ou ausentes nos pacientes portadores 
da manifesta^ao cronica. 52 

Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisadores padro- 
nizou a IFI, usando cortes parafinados de vermes adultos de 
S. mansoni para pesquisa de anticorpos IgM contra antigenos 
polissacaridicos presentes no tubo digestivo dos vermes. 53 
Nessa tecnica, embora apresente o mesmo desempenho 
diagnostico em rela<;ao a IFI, usando cortes congelados de 
vermes adultos, o transporte e a armazenagem das laminas 
podem ser a temperatura ambiente. 54-57 Em razao disso, 
esse metodo tern sido usado como exame complementar no 
diagnostico laboratorial da esquistossomose mansoni pelo 
Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo e por laboratories da rede 
privada. 

O ensaio imunoenzimdtico (ELISA) 58,59 e algumas deriva- 
^oes a partir do ELISA, como o dot-ELISA 60 e o Dot-Dye, 61-63 
tern sido extensivamente usados no desenvolvimento de testes 
para o diagnostico da esquistossomose mansoni. 

Diferentes preparaqoes antigenicas vem sendo experimen- 
tadas no ELISA. Entretanto, o antigeno ideal deve ter boa pro- 
dutividade e facilidade de obten^ao, elevada estabilidade em 
condit^oes simples de armazenagem, capacidade antigenica e 
apresentar sensibilidade e especificidade quando empregado 
no ELISA. 34 Os mais usados sao os extratos brutes, preparados 
a partir da ruptura de vermes, larvas ou ovos. O extrato total 
de vermes adultos e facilmente obtido em grande quantidade e 
e mais reativo contra soro de pacientes infectados, produzindo 
bons indices de sensibilidade e especificidade em relaqao aos 
apresentados pelo ensaio de ELISA, os quais utilizam extrato 
larval. 64,65 

Por outro lado, antigenos purificados a partir do extrato 
total de vermes adultos ou de ovos apresentam melhor desem¬ 
penho diagnostico quando empregado s no imunodiagnostico 
de doen 9 as infecciosas e parasitarias. Entre outras prepara- 
^oes purificadas usadas no diagnostico da esquistossomose, 
incluem-se o antigeno gut-associated polysaccharide (GASP), 
66,67 fraqao do extrato total de vermes adultos soluvel em acido 
tricloroacetico, 6 0 antigenos excretados e secretados de ver¬ 
mes adultos, 71 proteina de choque termico de 70 KDa 72 e protei- 
nas de 31 e 32 KDa, conhecidas como Sm3I e Sm32. 3-75 

Um teste ELISA, que contou com antigenos do tegumento 
do verme, apresentou sensibilidade de 99% e especificidade 
de 87,5%, tendo como exame de referenda a tecnica de Kato- 
Katz. 76 Um antigeno microsomal (MAMA) 77-80 esta sendo 
usado nos imunoensaios de ELISA e Western blot na rotina 
dos CDC em Atlanta (EUA). 

Estudos individuals e multicentricos sugerem que o extrato 
de ovos ( Schistosoma egg antigen - SEA) apresenta maiores 
indices de sensibilidade e especificidade em rela^ao ao extrato 
de vermes adultos de S. mansoni. m,sl Em um estudo detalhado, 
no qual pacientes portadores de esquistossomose foram exa- 
minados por diferentes testes, o ELISA, usando o SEA como 
antigeno, apresentou mais sensibilidade (98%) e especifici- 
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dade (97%), seguido pelo ensaio com extrato de vermes adul- 
tos (82,4 e 97%, respectivamente). 82 

O uso de fra^oes parcialmente purificadas dos ovos de 5. 
mansoni pode produzir imunoensaios com altos indices de sen- 
sibilidade e especificidade. A fra^ao cationica do extrato de ovos 
(CEF6) tern sido a mais usada no diagnostico da esquistosso- 
mose. Em um estudo multicentrico, no qua] tambem foi usado o 
CEF6 como antigeno, o ELISA apresentou sensibilidade de 91% 
e especificidade de 90% em uma cole^ao de amostras de soro 
coletadas de pacientes parasitologicamente bem definidos. 51 

Um antigeno heterologo denominado haemocyanin from 
keyhole limpet extraido do molusco Megathura cremulata 
(KLH) tern sido usado no ELISA para diagnostico da infec^ao 
por S. mansoni , haematobium e japonicum. 83 ' 86 O KLH tam¬ 
bem tem sido usado no ELISA para diferencia^ao das formas 
aguda e cronica da esquistossomose mansoni e vesical. 62,86-89 

Em geral, metodos que utilizam antigenos purificados, 
recombinantes ou peptidios sinteticos demonstram maior 
especificidade que aqueles que empregam extratos totais. 
Nesse contexto, varias proteinas recombinantes foram testa- 
das quanto a sua reatividade contra soros de pacientes infecta- 
dos com S. mansoni. Entretanto, poucas delas foram testadas 
quanto ao potencial diagnostico de pacientes portadores de 
esquistossomose no teste ELISA. Entre essas proteinas, temos 
glutationa S-transferase P-28, 90 serine proteinase inhibitor- 
like molecule, 91 proteina de choque termico de 70 KDa HSP- 
70, 72 tropomiosina 92 e catepsina B e L. 93 A catepsina B (Sm 
31) juntamente com a asparaginil peptidase (Sm 32) foram as 
primeiras a atrair a aten^ao dos pesquisadores, por causa da 
sua habilidade de induzir precoce e fortemente a produ^ao de 
anticorpos em animais e humanos. 94 Uma fusao recombinante 
das Sm 31 e 32 foi produzida 9j e demonstrou ser um antigeno 
promissor a epoca do teste. 45,96 

Tendo como base a sequencia de aminodcido da Sm 
31, 9 selecionamos e sintetizamos quimicamente cinco pepti¬ 
dios, que foram usados como antigenos em um teste ELISA. 
Este ensaio demonstrou sensibilidade de 86,8% e especifici¬ 
dade de 94,6% quando empregado em amostras de soro cole¬ 
tadas de individuos que foram positivos e negativos para ovos 
de S. mansoni nas fezes, respectivamente. 97,98 

Pesquisa de antigenos 

Existem evidencias de que hospedeiros infectados, 
incluindo o homem, apresentam diferentes antigenos de S. 
mansoni livres ou complexados com anticorpos (imunocom- 
plexos) circulantes no organismo. A maioria das pesquisas tem 
se concentrado em dois glicoconjugados: antigeno circulante 
anodico (CAA) e antigeno circulante catodico (CCA). 99 ' 102 
Esses antigenos produzidos pelo epitelio do tubo digestivo do 
verme adulto sao detectaveis aproximadamente de 3 a 5 sema- 
nas apos a infec^ao, dependendo de sua intensidade. Podem 
ser encontrados na urina, no soro, no leite (somente CCA), no 
figado, nos rins e no ba^o do hospedeiro. 103 

Alem de CAA e CCA, varios outros antigenos circulantes, 
associados a diferentes estagios do ciclo de vida do parasito, 
t£m sido descritos, como exemplo: o Sm 31/32, 104-106 um outro 
antigeno de 70 KDa , 107 e o glutationa S-transferase 28 KDa. 108 

Os ensaios destinados a detect ao desses antigenos em 
fluidos biologicos (soro e urina) de pacientes possibilitaram 
diferenciar uma infec^ao ativa de uma infeccao passada. Os 
primeiros ensaios, todavia, por empregarem anticorpos poli- 
clonais, revelaram resultados pouco sensiveis. 109 Atualmente, 
com o uso dos anticorpos monoclonais, esses imunoensaios 
tornaram-se altamente especificos e de boa sensibilidade. 


Desse modo, uma variedade de ensaios tem sido usada 
para detectar antigenos circulantes, incluindo hemaglutinagao 
indireta, 110 imunoensaio com esferas magneticas 111 e imuno - 
cromatografia. 112 Geralmente, os imunoensaios para detec^ao 
de antigenos circulantes se baseia na captura do antigeno em 
ensaios de duplo anticorpo com anticorpos monoclonais ou 
policlonais, com especificidade aos epitopos do antigeno. Ha 
sempre uma correla^ao positiva entre os niveis de antigenos 
circulantes, detectados por esses imunoensaios, e quantidade 
de ovos de S. mansoni excretados pelos hospedeiros. 113,114 
Analogamente ao que acontece em alguns testes para detec- 
^ao de anticorpos, ensaios destinados a detec^ao de antigenos 
sofrem perda da sensibilidade quando aplicados em pacientes 
portadores de baixa carga parasitaria. 116 Alem disso, os imu¬ 
noensaios que empregam CCA e CAA nao tem a propriedade 
de diferenciar a infec^ao causada pelas tres diferentes especies 
de Schistosoma , isto e, esses antigenos nao sao especies pecu- 
liares. 

A valia$ao da quimioterapia por deteqao 
de anticorpos ou de antigenos 

Apos o tratamento quimioterapico de pacientes, observa-se 
eleva^ao dos niveis de anticorpos especificos em um periodo 
que varia de 1 a 3 semanas, acarretada pela destrui^ao dos 
parasitos. 116 Subsequentemente, ocorre queda gradual ate a 
negativa^ao dos anticorpos, que podera variar de 6 meses ate 
3 anos ou mais, conforme o tipo de ensaio utilizado. 117 Em 
casos de falha no tratamento, os anticorpos nao desap arecem 
e, uma vez repetido o tratamento, os niveis de anticorpos vol- 
tam a se elevar. 116,118,119 

Anticorpos das classes IgGl, IgG4, IgM e IgE sao sugeridos 
como potenciais marcadores imunologicos para a avalia^ao 
do tratamento de pacientes, 52,120 porem aguardam ainda por 
comprova^oes definitivas. 

Foi verificado ainda que a rea^ao periovular e de grande 
valia para o acompanhamento de pacientes tratados em area 
endemica de esquistossomose em que a intensidade de infec- 
$:ao e baixa. 118 Nos pacientes cur ados, essa rea^ao mostra 
queda de anticorpos no 3 s mes, chegando a negativa^ao inva- 
riavelmente no 6 B mes apos a quimioterapia. 

Os ensaios para detec^ao de antigenos circulantes sao 
bastante oportunos para a verifica^ao da eficacia terapeu- 
tica. Os antigenos CCA, CAA e outros sao detectados tanto 
no soro quanto na urina dos pacientes apos a quimioterapia, 
sendo que na urina a negativa^ao e mais demorada do que no 
soro. 121-124 Todavia, a avalia^ao da quimioterapia ainda nao foi 
efetuada com dois ensaios em paralelo para que se obtives- 
sem dados mais sensiveis. A negativa^ao parasitologica ocorre 
em 3 a 6 meses apos um tratamento eficaz, e para os ensaios 
imunologicos, principalmente aqueles com base na detec^ao 
do antigeno parasitario, a negativacao ocorre tambem apos 
6 meses, podendo, em alguns casos, acontecer mais de 1 ano 
apos o tratamento. Os estudo s sugerem que fatores como carga 
parasitaria, periodo de evolu^ao da doen^a, sinergismo entre o 
quimioterapico e anticorpo contra enzima (esterase) de para¬ 
sito 125 etc. influenciam sobremaneira a eficacia terapeutica, 
com a negativacao do exame imunologico. 

Estudos epidemiologicos pordeteqao 
de anticorpos ou antigenos 

Os ensaios imunologicos podem auxiliar nos estudos 
populacionais, para a determinacao da prevalencia ou inci- 
dencia da esquistossomose, alem de possibilitarem a avaliacao 


Capftulo 27 I Esquistossomose Mansonica 


dos programas de controle e vigilancia epidemiologica. 50,73,123 
Alguns ensaios sao mais onerosos, por empregarem antigenos 
recombinantes, no caso da detec^ao de anticorpos, ou entao 
anticorpos monoclonais na detec^ao de antigenos circulantes. 
To da via, ensaios imunoenzimaticos, tais como dot-ELISA e 
fast'dot-ELISA, que detectam antigenos circulantes, sugerem 
ser praticos para inqueritos populacionais. Por outro lado, o 
uso da saliva, 126 em vez de soro nos ensaios, poderia contri- 
buir, facilitando estudos populacionais. Ademais, e possivel, 
em termos de probabilidade, transformar os dados obtidos 
em ensaios imunologicos em dados verdadeiros 50 mediante o 
uso de uma equa^ao que corrige os resultados encontrados, 
levando-se em considera^ao suas caracteristicas diagnosticas 
expressas em sensibilidade e especificidade, como segue: 

Prev V= [Pos El + Esp -1] 

[Sens + Esp - 1] 

em que Prev V - prevalencia verdadeira; Pos - positividade 
encontrada em um ensaio imunologico (El); Esp = especifici¬ 
dade de El; e Sens = sensibilidade de El. 127 

Em geral, a avalia^ao imunologica do tratamento em massa 
nas areas endemicas e efetuada com base na queda significa- 
tiva ou nao dos niveis de anticorpos ou antigenos detectados 
6 meses apos tratamento, semelhantemente ao criterio de cura 
parasitologica, alem do grau de soroconversao ocorrido nesse 
periodo. 128,129 E possivel ainda acompanhar graficamente o 
perfil da cinetica da queda de anticorpos da popula^ao subme- 
tida ao tratamento, determinando-se a curva de frequencia dos 
niveis de anticorpos, antes e apos o tratamento (Figura 27.1). 130 
A curva unimodal que corresponde a fase initial, antes do tra¬ 
tamento, transforma-se em uma curva bimodal, transitoria, 
por causa da queda dos niveis de anticorpos e negativa^ao 
sorologica, e, finalmente, essa curva torna-se unimodal se o 
tratamento foi eficaz, semelhante aquela apresentada por um 
grupo de individuos nao infectados. 

► Consideragoes finais 

A pluralidade de testes imunodiagnosticos e decorrente da 
procura de procedimentos diagnosticos mais sensiveis e espe- 
cificos, bem como mais praticos e economicos, que possam 



Figura 27.1 Padrao esperado para a curva de anticorpos especfficos na 
fase antes do tratamento (PO), na fase intermediary (PI), com menos 
de 6 meses apos tratamento, e na fase 6 meses apos tratamento (P2) 
de populagao com a infec^ao por Scfi/sfosomomansonT 30 


suprir as limita^oes do diagnostico parasitologico. Alem disso, 
a necessidade de discriminar entre infec^oes ativas e pregres- 
sas e de avaliar a maior ou menor morbidade da infec^ao tern 
incentivado o desenvolvimento de testes que respondam a 
esses objetivos. 

Portanto, estudos de eficiencia de uma serie de imunoen- 
saios (financiados pelo TDR/OMS), incluindo SMP ELISA- 
SEA (antigeno soluvel de ovos, metaperiodato de sodio™ 
ELISA), MAMA ( Schistosoma mansoni adulto micros so mal 
antigeno) Western-blot e MAMA-FAST, estao sendo rea- 
lizados em cinco laboratories de referenda regional, para 
verificar a sensibilidade e especificidade de cada teste con¬ 
tra amostras clinicas parasitologicamente confirmadas. 
Resultados preliminares atestaram que Western-blot com 
MAMA pode funcionar bem em todos os laboratories; a 
especificidade e a sensibilidade dos outros testes variaram de 
um laboratorio para outro. 
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► Introdugao 

O termo filariose linfdtica reune as filarioses brugiana e 
bancroftiana, ambas causadas por helmintos e transmitidas 
por mosquitos. A brugiana e a infec^ao de seres humanos 
pelas Brugia malayi e B. timori, encontradas apenas na Asia, 
com 20 milhoes de infectados. A bancroftose afeta cerca de 
100 milhoes de pessoas distribuidas em 83 paises dos diferen- 
tes continentes. 1 A prevalencia da infecqao aumenta durante 
a infancia, tende a se estabilizar no inicio da fase adulta e e 
mais alta entre os individuos do sexo masculino e na popula- 
qao entre 20 e 40 anos de idade. A doenqa de Bancroft, devido 
as suas apresenta^oes clinicas e complicaqoes, constitui-se em 
um duro encargo social e economico inerente aos tropicos e 
sub tropicos da Asia, da Africa, do Pacifico Ocidental e de cer- 
tas regioes das Americas. Embora a infec^ao seja global, sua 
distribui^ao e heterogenea. Aproximadamente um ter^o dos 
individuos infectados reside na India, outro ter^o na Africa e o 
restante, predominantemente, encontra-se na regiao ocidental 
do Pacifico e no Sudeste Asiatico. As Americas representam 
0,3% da prevalencia global e o pais de maior numero de casos 
e o Haiti, seguido por Republica Dominicana, Guiana Inglesa 
e Brasil. Em nosso pais, sao considerados focos de transmis- 
sao ativa a Grande Recife, em Pernambuco, 2 e a cidade de 
Maceio, em Alagoas. 3 Belem do Para, que na decada de 1950 
era a area de maior prevalencia, hoje e considerada um foco 
em extinqao. 4 Estima-se a existencia de um numero global de 
40 milhoes de pacientes portadores das duas formas mais pre- 
valentes da doen<;a (hidrocele e linfedema). Desse total, cerca 
de 16 milhoes sao portadores de linfedema. Somente a India e 
responsavel por mais de 7 milhoes desses casos. 5 

► Correlagao dinico-laboratorial 

As manifestaqoes clinicas da filariose podem ser causadas 
tanto pelos vermes adultos como pelas microfilarias. Em resi- 
dentes de areas endemicas, a possibilidade de existencia de 
manifesta^oes clinicas produzidas pela larva infectante (L3) 
ou pelo seu estagio larval subsequente (L4) e controvertida. 
Enquanto os vermes adultos causam lesao primariamente no 
vaso linfatico e em linfonodos, 6 as microfilarias sao imputadas 
como responsaveis pela produ^ao de manifesta^oes extralinfa- 
ticas da filariose bancroftiana. 7 

- Doenga linfatica 

O diagnostico da doen^a bancroftiana se baseia, eminen- 
temente, no diagnostico clinico. Ate o momento, nao existe 
nenhum teste marcador de dano linfatico de origem filarial. 
Mais intrigante ainda e o binomio infec^ao filarial versus 
doen^a cronica. A possibilidade de microfilaremia e oposta 
nas duas maiores expressoes clinicas da doen^a: a hidrocele e o 
linfedema. No primeiro caso, o mapeamento da prevalencia de 
hidrocele em uma determinada area se correlaciona tao positi- 
vamente com a prevalencia de microfilaremia que e recomen- 
dado como um teste rapido de investiga^ao da endemicidade 
em dada comunidade. 8 Em contrapartida, nos portadores de 
linfedema, o encontro de infecqao ativa e um fenomeno muito 
raro. y Isso 6 importante para se ponderar a necessidade da 
investigaqao de infecqao ativa e da indicaqao do tratamento 
antifilarial nas condutas propostas em areas endemicas pelos 
serviqos que geralmente recebem esses pacientes. Nos por¬ 


tadores de fluido em cavidade vaginal testicular (hidrocele e 
quilocele), a probabilidade de infec^ao ativa e alta, e e necessa- 
rio, como exame de rotina, sohcitar a investigaqao da infec^ao 
filarial. Os testes disponiveis atualmente para o diagnostico de 
infec^ao ativa - pesquisa de microfilaria em sangue periferico, 
pesquisa de antigeno circulante de vermes adultos e identifi- 
caqao dos parasitos adultos pela ultrassonografia - nao apre- 
sentam sensibilidade de 100%, seja isoladamente ou mesmo 
combinados. Assim, os dados epidemiologicos, como a preva¬ 
lencia da infecqao na area da qua! o individuo e originario, seu 
tempo de residencia na area endemica e as condi^oes em que 
vive podem ajudar na interpretaqao de um ou mais testes nega¬ 
tives e melhor avaliar a necessidade de tratamento antifilarial. 
Ate o momento, o farmaco de escolha inicial para tratamento 
individual e a dietilcarbamazina (DEC).* Nas areas endemi¬ 
cas, espera-se que, na primeira infancia, os individuos ja sejam 
expostos as larvas infectantes. A linfadenopatia indolor (sem 
linfedema ipsilateral) parece ser a forma predominante da 
expressao clfnica da doenqa em crian^as e adolescentes. 10 A 
presenqa da microfilaremia e variavel nessa faixa etaria, sendo 
menos prevalente quanto mais jovem for o paciente. Apos a 
puberdade, o local de predile^ao dos parasitos adultos passa- 
ria a ser os linfaticos intraescrotais, na popula^ao masculina, e 
os linfaticos perifericos dos membros superiores, inferiores e 
mama, na popula^ao feminina. 

A ruptura e a consequente fistuliza^ao de vasos linfaticos 
dilatados para dentro de qualquer segmento do trato urinario 
levam ao extravasamento de linfa, que se junta a urina e produz 
o que e denominado clinicamente de quiluria. De 80 a 90% da 
gordura da dieta e absorvida pelos linfaticos lacteos do intes- 
tino na forma de quilomfcrons, o que confere o aspecto leitoso 
a linfa e, consequentemente, a urina que contem essas partf- 
culas. A quiluria costuma ser classificada como tropical (ou 
parasitaria) e nao tropical (ou nao parasitaria). Normalmente, 
o termo “tropical” e usado como sinonimo de quiluria deter¬ 
minada pela filariose bancroftiana. A filariose brugiana nao 
compromete o aparelho urogenital. Em areas endemicas de 
bancroftose, alguns pacientes podem ter apenas um episodio 
de urina leitosa ao longo da vida. O quadro clinico de aste- 
nia e perda de peso corporal e justificado pela perda urinaria 
de protemas, principal responsavel pelo estado de debilita^ao 
fisica e que pode chegar a niveis tao altos quanto 40 g nas 24 h. 
O que se excreta em excesso na urina e, particularmente, fibri- 
nogenio e, em menor proporqao, imunoglobulinas. O resul- 
tado e a magreza e nao o edema generalizado, como ocorre em 
outras situaqoes em que a albumina e o principal componente 
da proteinuria, como na sindrome nefrotica. Por outro lado, 
excepcionalmente, o prejuizo causado pela excre^ao urinaria 
de imunoglobulinas e de linfocitos e capaz de fazer esses indi¬ 
viduos sofrerem as consequencias de um comprometimento 
imunologico decorrente desse processo de perda. Na depen¬ 
dence da ingesta hidrica, coagulos de fibrinogenio podem se 
formar na bexiga, levando a disuria, dificuldade para urinar 
e, algumas vezes, retenqao aguda de urina, em particular nos 
pacientes do sexo masculino e nos mais idosos, nos quais coe- 
xiste a doen^a obstrutiva pelo crescimento da prostata, em 
que se faz necessario o cateterismo vesical. A quiluria e acom- 
panhada, sistematicamente, de hematuria micro ou macros- 
copica, dependendo da importincia do sangramento e do 


* A DEC e derivada da piperazina, distribuida no Brasil pela Funda^ao 
Nadonal de Sadde e fabricada por Farmanguinhos - Flocruz, fi apresentada 
em comprimidos de 50 mg do sal citratado. 
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volume de diurese do paciente. Esse sangramento tem origem 
na ruptura concomitante de vasos sanguineos (vasa vasorum ) 
da parede do vaso linfatico no local da fistula. Quando a quilu- 
ria se associa a hematuria macroscopica, e melhor denominada 
de hematoquiluria. Macroscopicamente, a urina quilosa pode 
ter aspecto identico ao do leite, ser apenas esbranqui^ada ou 
ligeiramente turva, de acordo com a propor^ao do conteudo 
de quilomicrons e de proteinas em rela^ao ao volume da diu¬ 
rese. Em alguns casos, na urina coletada pode ser percebida 
uma camada mais superficial de gordura. Em outras situates 
que simulam quiluria, como na piuria e na fosfaturia, a urina 
pode, tambem, apresentar-se com uma aparencia leitosa ou 
turva. O diagnostico diferencial com essas manifesta^oes e 
feito por meio de observa^ao, por alguns minutos, da urina 
recem-eliminada em um recipiente transparente. Na urina 
quilosa, nao ocorre a decanta^ao, que permite a forma^ao de 
um sobrenadante mais limpido, com um aspecto proprio de 
urina normal, enquanto tanto na piuria como na fosfaturia se 
identificam, distintamente, um sobrenadante de urina normal 
e um deposito ou sedimento, geralmente brancacento. O coa- 
gulo proteinaceo pode ser branco/transparente ou branco/ 
opaco e pode center hemacias na sua malha de fibrina. Ele 
pode ser formado, in vivo, na bexiga, quando o paciente passa 
longos periodos sem urinar, devido, em particular, a pequena 
ingesta de liquidos e, ex-vivo, quando a urina quilosa e dei- 
xada em repouso. Se a hematuria for macroscopica e intensa, 
a cor branca ou o aspecto brancacento da urina podem ser 
mascarados. No entanto, caso nao ocorra hemolise impor- 
tante, poder-se-a visualizar o aspecto que caracteriza a urina 
quilosa. Independentemente da etiologia, o diagnostico de 
quiluria e confirmado pela identifica^ao de linfocitos e nao 
de lipidios, uma vez que a lipiduria pode ter outras etiologias, 
como a sindrome nefrotica, por exemplo. Vale ressaltar que, 
conforme o grau de degeneraqao ex-vivo dos linfocitos, estes 
podem ser confundidos com piocitos e, desse modo, Jevantar 
a falsa suspeita de infeeqao do trato urinario especifica (tuber- 
culose renal) ou inespecifica. O sumario de urina, durante o 
episodio de urina quilosa, tem a sua importancia como exame 
de triagem, uma vez que evidencia hemdeias, um grande 
numero de celulas mononucleares e a constante presen^a de 
proteina. Para a confirma^ao da presen^a de celulas mononu¬ 
cleares (linfocitos), deve-se proceder a analise do sedimento 
urinario de uma amostra recem-coletada, fazendo-se uso de 
corantes hematologicos. A proteinuria de 24 h e um exame 
complementar importante nao so para dimensionar a perda 
proteica, mas tambem para o monitoramento e o balizamento 
da dieta hipolipidica, uma vez que e mais facilmente quanti- 
ficavel e se correlaciona com a gravidade da fistula. Para mais 
detalhes clinico-laboratoriais e de tratamento, veja o trabalho 
de revisao de Dreyer et al 11 

■ Doen$a extralinfatica 

Eosinofilia pulmonar tropical 

A liga 9 ao etiologica entre a infec^ao filarial e a eosinofilia 
pulmonar tropical (EPT) foi estabelecida apos muitas postula¬ 
tes, com base na similaridade da distribu^ao geografica com 
a filariose, na descoberta de anticorpos antifilariais no soro 
de pacientes que apresentavam o quadra clinico e, principal- 
mente, na resposta terapeutica ao tratamento antifilarial. Para 
a suspeita clinica de EPT, o paciente deve: 

■ Residir em area endemica por varios anos 

■ Ser adulto 


■ Ter sintomas nao especificos, tais como astenia, anorexia e 

perda de peso 

■ Apresentar eosinofilia periferica acima de 2.000/mm 3 

■ Tosse e broncospasmo predominantemente noturnos 

■ Infiltrado pulmonar, principalmente em bases, evidenciado 

pela radiografia do torax. 

O diagnostico e selado com a cura apos o uso de DEC. E 
a unica apresenta^ao cronica da doen^a bancroftiana que 
induz eosinofilia periferica. A EPT ocorre, particularmente, 
em pacientes do sexo masculino, nao parece existir antes dos 
15 anos de idade e acomete apenas uma parcela muito pequena 
da popula^ao infectada com a filaria linfatica (Wuchereria e 
Brugia), com uma prevalencia media estimada de 0,01%. Os 
outros helmintos podem, tambem, causar uma sindrome 
pulmonar similar, denominada EPT-like. u De modo carac- 
teristico, a pesquisa de microfilaria em sangue periferico e, 
consistentemente, negativa, mesmo quando se analisam volu¬ 
mes maiores de sangue, como de 10 a 20 m£; por isso a EPT 
tambem e conhecida como “filariose oculta”. A presen^a de 
vermes adultos vivos em vasos linfaticos pode ser identificada 
pela ultrassonografia em portadores de EPT. Eles produzem as 
microfilarias que promovem o estimulo que garantira a cro- 
nicidade da sindrome clinica. Os testes de fun^ao pulmonar 
podem revelar padroes obstrutivos, restritivos ou mistos, e o 
mecanismo do dano pulmonar da doenqa esta ancorado em 
base autoimune. O antigeno derivado da Brugia malayi, cha- 
mado Bm2325, e o maior indutor de IgE no hospedeiro. Esse 
anticorpo especifico da classe IgE reage com celulas epiteliais 
de pulmao humano. O antigeno filarial e um homologo total 
do precursor da y glutamil transpeptidase (y-GT), enzima- 
chave na sintese e na degrada^ao da glutationa. O precursor do 
alergenio filarial codifica as subunidades das cadeias pesada e 
leve e compartilha similaridades estruturais com as enzimas 
dos mamiferos. O alergenio Bm2325 foi identificado como um 
homologo da subunidade da cadeia leve. Anticorpos murinos 
contra o recombinante filarial y-GT reagiram de forma cru- 
zada com a enzima presente nas vias respiratorias humanas. A 
y GT humana e, assim, um alvo para anticorpos presentes no 
soro de pacientes com EPT. 13 A DEC e o farmaco de escolha 
e deve ser usada por ate 30 dias, na dose de 6 a 12 mg/kg/dia, 
dividida, geralmente, em 3 ou 4 ingestoes diarias. E oportuno 
ressaltar que essa sindrome pode levar o paciente a obito pelo 
desenvolvimento de fibrose intersticial pulmonar. Existindo, 
assim, duvidas quanto ao diagnostico diferencial em rela^ao 
a outras sindromes pulmonares eosinofilicas, o teste terapeu- 
tico com a DEC se faz imperativo. E importante frisar que os 
corticosteroides proporcionam melhora passageira, com sub- 
sequente agravamento do quadro clinico, nao estando, assim, 
indicados. 

Doen$a renal 

O dano renal decorrente da filariose se traduz por hematu¬ 
ria e proteinuria, que podem ser observadas em cerca de 33% 
dos individuos microfilaremicos adultos do sexo masculino 
que ainda nao receberam tratamento especifico. 14 A hematu¬ 
ria e, predominantemente, do tipo microscopico e nunca foi 
identificada em pacientes amicrofilaremicos. Essa manifesta- 
9 ao nao guarda, todavia, rela^ao com a densidade dos embrioes 
circulantes. Quando se institui o tratamento antifilarial com a 
DEC ou a ivermectina (IVE), os individuos com doen^a renal 
apresentam exacerba^ao transitoria da proteinuria, enquanto 
a micro-hematuria desaparece, assim como as microfilarias. E 
interessante observar que muitos dos individuos com parasite- 
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mia, nos quais nao se encontram hematuria microscopica nem 
proteinuria pre-tratamento, quando recebem a medicagao anti- 
filarial, apresentam um sumario de urina denunciando, transi- 
toriamente, a presenga de hemacias na sedimentoscopia. Nos 
pacientes com quiluria, essas altera^oes sao, tambem, encontra- 
das, mas elas tem origem no sistema excretor urinario, como ja 
comentado. Na doenga renal, a hematuria e a proteinuria tem 
como bergo o glomerulo renal. A despeito de se imputar a agao 
direta das microfilarias como responsavel pelo dano renal que 
leva a hematuria, acredita-se que a responsabilidade pela pato- 
logia renal se deva a deposigao de imunocomplexos na mem- 
brana basal glomerular, uma vez que ja se detectou glomerulo- 
nefrite em pacientes com infecgao filarial nao bacroftiana. No 
entanto, apenas em pacientes com oncocercose tem sido deter- 
minado formalmente que os antfgenos e os imunocomplexos 
depositados nos rins sao de origem filarial. Nos portadores de 
hematuria filarial, o tratamento de 12 dias deve ser repetido o 
quanto for necessario, ate que se consiga o desaparecimento das 
microfilarias circulantes. Quando o paciente apresenta vermes 
adultos nao suscetiveis ao tratamento antifilarial e continua pro- 
duzindo microfilarias, havendo o reaparecimento da hematuria, 
deve-se langar mao da associagao da DEC com a IVE (6 mg/ 
kg e 400 |xg/kg de peso, respectivamente), em dose unica. Essa 
indicagao tem como objetivo a melhor agao microfilaricida e, 
portanto, melhorar a chance de se conseguir o desaparecimento 
das microfilarias circulantes. No Quadra 28.1 estao listadas as 
diversas apresentagoes clinicas da bancraftose e a possibihdade 
de infecgao ativa na populagao endemica. 


- Complicates e condutas de tratamento 

O melhor conhecimento da relagao hospede-hospedeiro 
contribuiu sobremodo para que se revisassem as condutas 
terapeuticas nas diferentes formas de apresentagao clinica 
dos pacientes que vivem em areas endemicas. A modificagao 
terapeutica mais dramatica ocorreu entre os pacientes porta¬ 
dores de linfedema, tanto em areas de Brugia quanto nas de 
Wuchereria. Nesses casos, o conhecimento aceito era o de que 
a doenga progrediria inexoravelmente, uma vez que depende- 
ria da resposta imunologica do hospedeiro ao parasito, e muito 
pouco ou nada poderia ser feito pelo paciente. Observou-se, 
entretanto, que o substrato anatomopatologico da doenga cau- 
sada pela filariose linfatica - a linfangiectasia nao obstrutiva 6,15 

- poderia predispor a uma disfungao linfatica que induziria 
maior suscetibilidade a presenga de lesoes interdigitais nos 
membros afetados, aumentando o risco de infecgoes bacteria - 
nas secundarias. Esse processo infeccioso/inflamatorio agudo 
bacteriano, erisipela-simile, conhecido como dermatolinfan- 
gioadenite aguda ou DLAA, 16 independentemente da presenga 
de infecgao ativa filarial, levaria a maior disfungao do sistema 
linfatico local, formando-se, assim, um cfrculo vicioso: lin- 
fangiectasia, disfungao linfatica, predisposigao a infecgoes 
bacterianas agudas que, por sua vez, praduziriam mais lesao 
linfatica. Quanto maior a lesao linfatica (i. e., a gravidade do 
linfedema), maior a probabilidade de novos episodios agu¬ 
do s bacterianos, e assim sucessivamente. Dessa forma, sob a 
perspectiva do que foi descrito ate o momento, o “linfedema 


Quadra 28.1 * Probabilidade de infeqao ativa, de acordo com as diversas apresentagoes clinicas da doenga, tratamento antifilarial 
recomendado e outros procedimentos sugeridos. 


Tratamento recomendado 

Probabilidade - 

de infecgao Educagao e 


Manifested clinica 

ativa 

DEC 

IVE 

aconselhamento 

Outros procedimentos gerais/medkamentos 

Assintomaticos ou nao 

Microfilaremicos 

100% 

6 mg/kg/dia/ 
dose unica ou 12 dias 

NR 

Sim 

Ultrassom de boisa escrotal para determ inar a eficacia do 
tratamento contra os vermes adultos 

Amicrofilaremicos portadores 
de vermes adultos 

100% 

6 mg/kg 
dose unica 

NR 

Sim 

Ultrassom de boisa escrotal para determ inar a eficacia do 
tratamento contra os vermes adultos 

Microfilaremicos com hematuria 


100% 

12 dias 

Sim 

Sim 

Pesquisa regular de microfilarias circulantes (a cada 3 ou 6 meses) 

Episodios agudos 

LFA 

100% 

Apdsepisodio agudo/ 
dose unica 

NR 

Sim 

Compressas frias, repouso 

DLAA 

Muito baixa 

Se infectado 

NR 

Sim 

Compressas frias, analgesicos, antipireticos, antibioticos 
e antifungicostopicos, antibioticos sistemicos, drenagem 
postural, repouso, higiene 

Manifestagoes cronicas 

Linfedema 

Muito baixa 

Se infectado 

NR 

Sim 

Higiene diaria, antibioticos e antifungicostopicos, exerdcios, 
antibidtico sistemico profiiatico em casos muito avangados 

Linfangiomatose 

Variavel 

Se infectado 

NR 

Sim 

Higiene, antibioticos topicos, sistemicos (curativo ou profiiatico), 
cirurgia reconstrutora 

Hidrocele 

Alta 

Se infectado 

NR 

Sim 

Cirurgia 

Quilocele 

Alta 

Se infectado 

NR 

Sim 

Cirurgia 

Quiluria 

Variavel 

Se infectado 

NR 

Sim 

Dieta hipolipidica/hiperproteica, hidratagao, repouso relative, 
cateterizagao vesical 

Adenopatia 

Variavel 

Se infectado 

NR 

Sim 

Higiene do membro ipsilateral 

EPT 

100% 

12 a 30 dias 

NR 

Sim 

Broncodilatadores, repouso 


NR = nao recomendado; LFA=linfangitefi[srial aguda (causada pela mortedovermeadulto); DLAA = dermatolinfangioadenite aguda (infecgao cutanea bacteriana com adenopatia sateiite); DEC=dietilcarbamazina; IVE = ivermectina. 
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filarial”, na realidade, e considerado uma complicaqao dos 
episodios agudos bacterianos apresentados pelos pacientes. 
Portanto, o portador de linfedema “de provavel etiologia fila¬ 
rial” deve ser, entao, conduzido com o mesmo protocolo geral 
utilizado para o portador de linfedema de outras etiologias, 
centrado, em especial, para a preven^ao dos episodios agudos 
bacterianos de repetiqao. Por outro lado, o tratamento antifila- 
rial nao tern qualquer eficacia no vaso linfatico ja danificado e 
consequentemente no linfedema em si, mesmo que o paciente 
tenha sido portador de vermes adultos de localiza^ao ipsilate- 
ral (G. Dreyer, comuni ca^ao pessoal) no passado. 17 As bases 
do programa de morbidade e o detalhamento do manejo cli- 
nico de pacientes portadores de linfedema em areas endemicas 
podem ser encontrados na literatura 18,19 e nos videos educa- 
tivos disponibilizados no website www.amaurycoutinho.org.br. 

► Diagnostics da infec^ao ativa 

- Pesquisa e quantifica^ao de microfilarias 

O diagnostico parasitologico classico e feito pela pesquisa 
da microfilaria (Mf) em sangue periferico. A forma mais 
difundida e o metodo da gota espessa com utilizaqao de san¬ 
gue capilar, geralmente em volumes de 20,40 ou 60 mf. Esse 
ainda e o metodo de escolha para inqueritos hemoscopicos e 
triagem individual. E importante lembrar que o sangue capilar 
contem 1,25 vez mais microfilarias do que o sangue venoso. 20 A 
partir de 100 e 60 Mf por mf, densidade estimada por filtra^ao 
em membrana, existe 100% de sensibilidade da gota espessa, 
usando-se 20 mf e 60 mf de sangue capilar, respectivamente. 
Entretanto, essa sensibilidade cai para 26% e 52%, se o nivel de 
parasitemia estiver entre 1 e 30 Mf/mf, usando-se 20 e 60 mf, 
respectivamente. 20 Outras metodologias tambem podem ser 
empregadas usando-se sangue capilar; sao menos praticas e 
ate mais caras em algumas situates, e apresentam, entretanto, 
a mesma sensibilidade da gota espessa, como, por exemplo, 
o exame a fresco, a contagem em camara e a tecnica em tubo 
de micro-hematocrito. As tecnicas de concentra^ao, por sua 
vez, utilizam maiores volumes de sangue venoso, sendo este 
de origem venosa, aumentando-se em muito a sensibilidade. 
Sao recomendadas para individuos com suspeita de baixa den¬ 
sidade de parasitemia, assim como apos o tratamento, quando 
o numero de microfilarias diminui significantemente. A tec¬ 
nica de concentra^ao descrita por Knott 21 foi a primeira a ser 
empregada, sendo hoje substituida pela filtra^ao em membrana 


de policarbonato. A estimativa da densidade de Mf circulantes 
pode ser feita por qualquer tecnica em que o volume de sangue 
examinado seja mensurado. Vale salientar que a pesquisa de 
microfilaria da W. bancrofti deve seguir o horario de periodi- 
cidade das microfilarias em sangue periferico que, na maioria 
das areas endemicas, e noturno e tern o seu pico de densidade 
entre 23 h e 1 h. Dependendo da regiao endemica de onde o 
paciente proceda, pode haver a necessidade de distinguir a W. 
bancrofti de outras especies que apresentam bainha, tais como 
Loa loa (Africa), Mansonella perstans (Americas, Africa) e 
Mansonella ozardi (Americas Central e do Sul). O criterio de 
amicrofilaremia varia de estudo para estudo e esta na depen¬ 
dence da tecnica empregada. Ate o momento, o maior volume 
de sangue utilizado para se definir o estado de amicrofilaremia 
em um grupo de pacientes foi relatado por Rocha et al em 
1996, 22 que avaliaram o teste de Og4C3 (pesquisa de antfgeno 
circulante por ELISA) ao usarem 16 mf de sangue venoso. 
Mf podem tambem ser observadas ocasionalmente em san¬ 
gue menstrual, no exame ginecologico de citologia oncotica, 
Ifquido hidrocelico/quilocelico, urina e aspirado de medula 
ossea. Entretanto, a pesquisa de Mf para fins diagnostics deve 
sempre ser sempre feita em sangue periferico. 

- Pesquisa de vermes adultos 

Ultrassonografia 

A partir de 1994, tornou-se possfvel visualizar vermes 
adultos vivos de W. bancrofti pela ultrassonografia de vasos 
linfaticos (principalmete os de localiza^ao intraescrotal) 23,24 
e de linfonodos. 23 Por meio do exame ultrassonografico, os 
parasitos adultos aparecem em movimentos aleatorios e con- 
tfnuos, conhecidos como o sinal da dan^a da filaria (SDF) 
(Figura 28.1 A). Vale salientar que o SDF pode ser visto a qual¬ 
quer hora do dia, e nao mantem paralelo com a periodicidade 
noturna das microfilarias. E particularmente util na identifica- 
^ao da infec^ao ativa nos amicrofilarfmicos portadores de ver¬ 
mes adultos. 26 O exame e tambem capaz de identificar a dilata- 
^ao linfatica sub clinic a, 2 ' alem de permitir o acompanhamento 
da progressao da dilata^ao linfatica, enquanto os vermes adul¬ 
tos permanecem vivos. 28 O uso da ultrassonografia, combi- 
nada com o exame ffsico de forma seriada, apos o tratamento 
antifilarial, e de particular importancia nos estudos em que se 
busca avaliar a eficacia de substancias macrofilaricidas. 29,30 A 
ultrassonografia e um exame nao invasivo, altamente sensfvel 
em individuos jovens do sexo masculino 22 e potencialmente 
possivel de ser realizado na maioria das areas endemicas. 



Figura 28.1 A. Ultrassonografia do conteudo escrotal com sonda de 7,5 MHz. Em modo B, vaso linfatico dilatado (*} contendo pontos e segmentos linea- 
res ecogenicos nointeriordeseu lumen (setos). Em tempo real, as estruturasecogenicas mostram movimento ativo peculiar chamadode sinal da dan^a 
da filaria (SDF),oque corresponde a present de vermes adultos vivos de W. bancrofti no interior de vasos linfaticos; em modo M, visualiza-seoregistro 
grafico do SDF (sefos). B. Teste imunocromatografico positivo - ICf card - feito com sangue capilar de um paciente amicrofilaremico e SDF-positivo. 
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Exame ch'nico 

O efeito macrofilaricida da DEC tambem pode ser utilizado 
no diagnostic® de infec^ao ativa, principalmente em popula- 
9&0 jovem masculina, por meio da incidencia de nodulos {gra¬ 
nulomas filariais) intraescrotais detectados pelo exame fisico 
urologico, mesmo apos dose unica de 6 mg/kg. O “teste tera- 
peutico” com a DEC esta indicado para individuos que, apesar 
de viverem em areas de ban croft® se de media/alta transmis- 
sibilidade, apresentam-se negativos nos testes para pesquisa 
de microfilaremia (filtra^ao em membrana de policarbonato) 
e de vermes adultos (ultrassonografia e antfgeno circulante). 
Trabalho recentemente publicado relatou que nodulos intra¬ 
escrotais detectados ao exame ffsico, apos o tratamento com 
a DEC e posteriormente biopsiados, apresentaram granuloma 
filarial em 100 % dos casos estudados . 31 Esse teste e particular- 
mente atrativo em pesquisa clfnica para se selecionarem indi- 
vfduos chamados de endemicos normais, negativos para infec- 
9&0 ativa nos testes laboratoriais e de imagem. Por outro lado, 
o teste terapeutico com a DEC esta contraindicado em areas 
onde exista a coendemicidade com a Loa loa ou a Onchocerca 
volvulus. 

Imunodiagnostico 

► Pesquisa de antigeno circulante. O primeiro teste comer- 
cialmente disponfvel para detectar antfgenos soluveis de W. 
bancrofti em soro foi um ELISA sanduiche (quantitative), 
produzido pela JCU Tropical Biotechnology. Para a captura, e 
usado um anticorpo monoclonal, Og4C3, inicialmente gerado 
a partir de Onchocerca gibsoni. A sensibilidade desse teste, 
quando se usa a filtra^ao em membrana como teste-ouro, e 
de 100 %, de acordo com Lammie et at 32 Segundo Chanteau 
et al., 33 entretanto, essa sensibilidade e de 75% e 100% para 
densidades de microfilarias menores que 50/m/' e maiores que 
50/m/, respectivamente. Rocha et al. 22 evidenciaram que, em 
individuos com menos de 1 Mf/mZ e nos amicrofilaremicos 
portadores de vermes adultos, as sensibilidades sao de 72,2% e 
66,7%, respectivamente. Assim, a sensibilidade do teste varia 
de acordo com a condi^ao parasitologica dos individuos. 
Outro exame comercialmente disponivel, W. bancrofti-e spe- 
cifico, e o teste imunocromatografico (qualitativo), desen- 
volvido pela ICT Diagnostic e, atualmente, fabricado pela 
Binax Inc. Esse teste utiliza cerca de 100 p/ de sangue total 
(capilar ou venoso), plasma ou soro. O cartao contem anti- 
corpos antifilaria ligados ao ouro coloidal. Desse modo, reage 
com o antigeno do especime investigado e acumula-se, for- 
mando uma linha visivel (T); uma outra linha com IgG anti- 
humano tambem presente no cartao serve como controle (C) 
(Figura 28.IB). Recentemente, a sensibilidade do ICT card foi 
avaliada e variou de 52 a 100%, quando os pacientes foram 
agrupados por criterios diferentes (idade, sexo, presen^a ou 
ausencia de vermes adultos detectados pela ultrassonografia, 
microfilaremia positiva/negativa e densidade de microfilarias 
circulantes ). 34 Ambos os testes - Og4C3 e ICT - podem ser 
realizados, indiferentemente, nos periodos diurno e noturno. 
Como nao se conhece, ate o momento, a cinetica do desapa- 
recimento do antigeno apos um tratamento antifilarial bem- 
sucedido e os testes nao apresentam sensibilidade de 100 %, 
fica dificil a interpreta^ao de um teste negativo para assegurar 
a cura parasitologica de um dado paciente. Isso e ainda mais 
relevante para o ICT card , uma vez que e um teste qualitativo. 

► Pesquisa de anticorpo circulante. A pesquisa e a quanti- 
fica^ao por ELISA de anticorpos antifilariais das classes IgG 
e IgG4, quando usadas isoladamente, nao parecem traduzir 


infec^ao ativa. Em fiituro proximo, os estudos sobre os anti¬ 
corpos circulantes poderao ser utilizados em populates 
sentinelas, como ferramentas para ajudar na certifica^ao de 
interrup^ao da transmissao apos programas de controle por 
tratamento antifilarial em massa. 

Diagnostico molecular 

Nos ultimos dez anos, varias rea^oes em cadeia da polime- 
rase (PCR) tern sido descritas, possibilitando a detec^ao espe- 
cie-especifica de DNA de Brugia e de Wuchereria. Inicialmente, 
a utiliza^ao da PCR era feita de modo satisfatorio apenas 
quando a amostra de sangue era coletada no periodo noturno. 
A sensibilidade desse teste, entretanto, aumentou com a uti- 
liza^ao de sondas modificadas, direcionadas as sequencias 
repetitivas de DNA, tais como repeat SspI , 35 ou a sequencia 
inteira - Accl . 36 Assim, a detec^ao de DNA de W. bancrofti 
em amostras de sangue coletadas no periodo diurno tornou-se 
possivel com uma sensibilidade de 93%, quando comparada 
com gota espessa , 35 ou de 94%, se comparada com filtra^ao (de 
1 mZ de sangue) em membrana . 36 Ambos os estudos relatam 
que, a partir da PCR, e possfvel identificar DNA do parasito 
em individuos amicrofilaremicos. No entanto, um estudo que 
compara os metodos parasitologicos de PCR, Og4C3, ELISA 
e ultrassonografia revelou que a PCR nao foi capaz de detectar 
DNA em amicrofilaremicos antfgeno-positivos e em indivf- 
duos amicrofilaremicos, mas portadores de vermes adultos . 37 

Diagnostico histocitopatologico 

Histopatologia 

Em areas endemicas, as altera^oes histologicas no sistema 
linfatico sao associadas a present a dos vermes adultos e variam 
de acordo com a viabilidade parasitaria . 15 Enquanto os parasi¬ 
tes - que sao facilmente identificaveis em cortes histologicos 
de rotina - estao vivos, a altera^ao fundamental e a linfangiec- 
tasia sem atividade inflamatoria na parede do vaso linfatico 
(Figura 28.2 A). A morte parasitaria desencadeia um processo 
inflamatorio localizado, com forma^ao de nodulos ao longo 
dos tratos linfaticos - os assim chamados granulomas filariais, 
que se desenvolvem nas localiza^oes preferenciais dos vermes 
adultos (ja mencionadas anteriormente). Histologicamente, 
os parasitos mostram diferentes estagios de desintegra^ao e 
sao envolvidos por rea^ao granulomatosa (Figura 28.2B), cuja 
evolu^ao tende para a reabsor^ao dos restos parasitarios, a 
diminui^ao do granuloma (retra^ao, modula^ao) com fibrose 
e a remodelagem vascular. Calcifica^ao dos vermes, mas nao 
da parede vascular, e frequente (Figura 28.2C). Em areas ende¬ 
micas, o exame histopatologico nao e, a rigor, parte da rotina 
diagnostica da filariose linfatica, sobretudo apos o advento da 
valida^ao da ultrassonografia como um metodo diagnostico 
nao invasivo . 25 Biopsias de linfonodos nessa faixa etaria sao 
feitas tendo como principal suspeita lesoes neoplasicas e con- 
di^oes inflamatorias, como a tuberculose linfonodal, sendo o 
diagnostico histopatologico de adenopatia filarial quase sem- 
pre inesperado . 10 A filariose bancroftiana, no entanto, deve ser 
inclufda no diagnostico clinico diferencial das adenopatias em 
crian^as e adolescentes. Diferentemente de linfonodos, a biop- 
sia de nodulos desenvolvidos nos linfaticos intraescrotais pode 
ser incorporada a rotina diagnostica, desde que nao exista 
contraindica^ao medica para o procedimento. Na verdade, 
esses nodulos sao considerados marcadores de infec^ao filarial 
recente em adultos ) ovens originarios de areas endemicas , 31 e a 
biopsia e uma ferramenta importante na avalia^ao da eficacia 
de substancias macrofilaricidas . 15,28-30,34 
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28.2 A. Cortes transversals de vermes adultos de W. bancrofti a parentemente fntegros de ambos os sexos, com femea(s) gravida(s) con- 
tendo embrioes e microfilarias intrauterinas {*). 0 vaso linfatico mostra-se dilatado, mas sem reagao inflamatoria parietal. Os linfocitos vistos 
no lumen sao componentes normais da linfa {sefas). H.E. 400x. 8 . Resposta inflamatoria granulomatosa em torno de vermes adultos com evi¬ 
dences de degeneragao (sefas); material corresponde a nodulo intraescrotal removido cirurgicamente de paciente submetido ao tratamento 
com dietilcarbamazina. H.E. 40x. C. Granulomas filariais antigos fibroticos contendo restos parasitarios calcificados (sefas); note a ausencia de 
calcificagao na parede do vaso linfatico. H.E.40X. 


Citologia 

O exame citologico de material obfido por pungao aspira- 
tiva por agulha fina pode ser util tambem no diagnostico da 
infecgao filarial. 38 Em material colhido de Enfonodos, mama, 
nodulos subcutaneos, ou de outras fontes, microfilarias ou 
mesmo vermes adultos 39 podem ser detectados. E um metodo 
de realizagao relativamente rapido e de baixo custo, que ganha 
importancia, sobretudo, no diagnostico diferencial das neo¬ 
plasias benignas e malignas da mama. 

► Linfocintigrafia 

Desde 1960, varios estudos usando Enfangiografia detalha- 
ram as anormalidades em linfatico s de membros inferiores de 
pacientes com linfedema vivendo em areas endemicas de fila¬ 
riose Enfatica. Essas anormalidades inclufam linfangiectasia, 
obstrugao linfatica, com formagao de colaterais, refluxo der- 
mico e defeito de enchimento nos linfonodos correspondentes 
as areas de drenagem. Estudos subsequentes com Enfocinti- 
grafia tambem mostraram anormalidades semelhantes. 40,41 
Nessa epoca, a linfocintigrafia ja sugeria existir uma fase sub- 
clinica da doenga causada pela W. bancrofti, que foi posterior- 
mente confirmada pela ultrassonografia, ao se explorarem os 
linfaticos intraescrotais de indivfduos amicrofilaremicos e sem 
linfedema em membros inferiores. 27 Por outro lado, os linfa- 
ticos de membros inferiores (MMII) de indivfduos assinto- 
maticos portadores de vermes adultos vivos de W. bancrofti 
em linfaticos intraescrotais, investigados pela linfocintigrafia, 
revelaram muitas anormalidades. Quando os resultados foram 
analisados, parecia haver uma discrepancia entre as impor- 
tantes anormalidades reveladas pela linfocintigrafia de MMII 
(linfaticos distais de perna e de coxa) e o sitio preferencial dos 
vermes adultos na populagao masculina - os Enfaticos intra¬ 
escrotais. 24 Ficou a duvida: as anormalidades detectadas em 
MMII seriam de etiologia filarial? Para resolver essa intrigante 
observagao, Marchetti et al, em 1998, 42 conduziram um estudo 
comparando individuos assintomaticos do sexo masculino, 
infectados com vermes adultos de W. bancrofti em linfaticos 
intraescrotais, e individuos de area nao endemica, pareados 


por idade (20 e 21 anos), situagao socioeconomica e atividade 
ffsica. Para surpresa, segundo os criterios de normalidade 
publicados por Nawaz et al. (1985) e Weissleder e Weissleder 
(1988), 43,44 somente um voluntario da area nao endemica, 
entre os 15 examinados, preencheu o criterio de normaEdade. 
O padrao e a extensao das anormalidades linfaticas subclfnicas 
dos individuos de area nao endemica foram similares aqueles 
encontrados nos pacientes infectados com a Wuchereria. Esses 
achados dao embasamento para se acreditar que, em indivi¬ 
duos do sexo masculino infectados com W. bancrofti , condi- 
goes outras, e nao a bancroftose, seriam as responsaveis pelas 
“anormalidades” em MMII detectadas nessa populagao. Assim, 
esse estudo sugere fortemente que a linfocintigrafia nao parece 
evidenciar anormalidades patognomonicas de filariose, assim 
como nao identifica ou localiza o verme adulto filarial vivo 
ou morto. Desse modo, nao se mostra util para o diagnostico 
etiologico das complicagoes causadas pela W. bancrofti. No 
entanto, e importante na avaliagao funcional e morfologica do 
sistema linfatico superficial e profundo dos pacientes portado¬ 
res de linfedema vivendo em areas endemicas de filariose. 
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► Introdugao 

A aplicaqao de metodos laboratoriais distintos in vitro e 
a detecqao da infec^ao por procedimentos com imagens sao 
hoje utilizados nas diferentes situates clinicas e soroepide- 
miologicas para o diagnostico da hidatidose humana causada 
por Echinococcus granulosus. 

Deste modo, o assunto precisa ser abordado multidis- 
ciplinarmente, reunindo a informa^ao frequentemente dis- 
persa sob re os aspectos da biologia, cllnica, imunologia e 
imagens do parasito que intervem no diagnostico da enfer- 
midade. 

A equinococose ou hidatidose e a doen^a causada pela 
forma larvaria do Echinococcus granulosus , o qual, no seu pro- 
cesso de desenvolvimento, produz a forma 9 ao do cisto hida¬ 
tico, um conjunto de alto poder antigenico. 

O verme adulto e um pequeno cestodeo encontrado no 
intestino do cao e de outros carnivoros, sendo a ovelha, a 
vaca e o porco os hospedeiros intermediaries mais comuns. 
O homem se infecta ocasionalmente por contato com o cao 
parasitado, assumindo tambem o papel de hospedeiro inter- 
medidrio. 

Ao lado de Echinococcus granulosus, tres outras especies 
individualizadas de Echinococcus sao encontradas: 

■ Echinococcus multiloculares: no homem, a larva se apre- 
senta de modo difuso, sem limites nitidos, tendo carater 
infiltrante, produzindo a doen^a hidatica alveolar 

■ Echinococcus vogeli : os cistos sao multiplos e podem estar 
disseminados, envolvendo grandes porqoes de tecido, 
gerando a chamada hidatidose policistica 

■ Echinococcus oliganthus. 

No Brasil, o agente da hidatidose cistica ou unilocular e 
o Echinococcus granulosus , que, no homem, localiza-se em 
orgaos como o figado e o pulmao. Quando isso nao acontece, 
ele penetra na grande circulaqao e pode se instalar em qual- 
quer outro orgao. 

► Etiologia 

- Verme adulto 

Dentre as especies do genero Echinococcus, a de indiscu- 
tivel interesse clinico no Brasil e o Echinococcus granulosus. 
Dessa especie, sao enumeradas algumas variantes morfologi- 
cas denominadas cepas. As mais conhecidas sao as encontra¬ 
das nas ovelhas, sendo sua distin^ao feita mediante a separa- 
qao eletroforetica de suas isoenzimas. 

A forma adulta, sexuada, do E. granulosus divide-se em 
escolece, colo e estrobico. O escolece e globuloso e apresenta 
quatro ventosas. O colo e curto e estreito, sendo seguido pelo 
estrobico, que e composto de tres a quatro proglotes - sendo 
uma imatura, uma a duas maduras com orgao genital e a 
ultima gravida. Esta ultima proglote tern utero longitudinal 
que pode encerrar cerca de 400 ovos no seu interior. No cao, o 
E. granulosus necessita de 4 a 10 semanas apos a infeeqao para 
atingir completo desenvolvimento. 

Os ovos constituem-se de um envoltorio quitinoso 
(embrioforo) que encerra o embriao hexacanto (oncos- 
fera). Sao resistentes a temperatura ambiente e, quando o 
ovo e digerido pelo hospedeiro intermediario, o embrioforo 
se rompe liberando o embriao hexacanto, o qual perfura a 


mucosa intestinal e atinge a veia porta ate chegar ao figado. 
Normalmente, o embriao se fixa no figado, mas pode migrar 
em dire^ao ao pulmao ou ser transportado pela via circula¬ 
tor ia para outros orgaos. 

Ao se fixar, o embriao hexacanto perde os aculeos e a larva 
cresce lentamente. Cerca de 2 semanas apos a fixa^ao ja e pos- 
sivel distinguir duas camadas de membranas - sendo uma 
interna e outra externa. 

- Cisto hidatico 

O cisto no homem cresce em media cerca de 1 cm ao ano. 
O crescimento pode ser interrompido ao alcanqar 5 a 10 cm, 
tendo contorno esferico depois de finalizado o desenvolvi¬ 
mento. 

A hidatide desenvolvida apresenta-se como massa esferica, 
constituindo o cisto hidatico, que e composto por membrana 
hidatica, capsulas proligeras, liquido hidatico e vesiculas hida- 
ticas (Figura 29.1). 

► Membrana hidatica. Composta de membrana externa, 
quitinosa, chamada de membrana adventicia. A membrana 
anista tern aspecto homogeneo, leitoso, e mais interna e tern 
como funqao ser barreira defensiva as defesas do hospedeiro. 
A membrana proligera e a responsavel pela proliferaqao do 
parasito, revestindo internamente todo o cisto e originando as 
capsulas proligeras. 

► Capsulas proligeras. Sao vesiculas ligadas na superficie 
interna da membrana germinativa. Dentro dessas capsu¬ 
las se desenvolvem os escoleces que, no seu processo evo- 
lutivo, tornam-se cistos ferteis. Essas capsulas se rompem 
com o tempo e formam um deposito interno denominado 
“areia hidatica”, que pode conter ate 400.000 escoleces 
por m L 

► Liquido hidatico. E liquido limpido, esteril, incolor, leve- 
mente alcalino, contendo fosfatos, cloretos, glicose, ureia e 
outros componentes proteicos, constituindo o principal anti- 
geno estimulador do sistema imunologico. 

* Vesiculas hidaticas. Sao formadas pelo envelhecimento 
do cisto ou problemas apresentados pelo hospedeiro, como 
doenqas infecciosas, traumatismos, alteraqoes quimicas e 
outros. Essas vesiculas endogenas diferem das capsulas pro¬ 
ligeras por serem revestidas por cuticulas e por serem fer¬ 
teis. As vesiculas hidaticas exogenas sao pouco frequentes no 
homem, podendo ser a causa principal da hidatidose ossea 
ou do peritonio. 
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► Epidemiologia 

O cao, como hospedeiro definitive do verme adulto, abriga 
o agente etiologico ao se alimentar com visceras de ovelhas 
e bois que contem os cistos hidaticos ferteis. Os escoleces se 
desenvolvem no intestino delgado e o animal nao apresenta 
sintomas ou sinais clinicos significativos. 

As proglotes gravidas de tenia eliminadas pelas fezes do cao 
espalham-se no solo, facilitando a ingestao pelo hospedeiro 
intermediario (ovelha, porco, boi, cabra, cavalo). 

A infeegao humana ocorre por contaminate direta quando 
os ovos da t£nia se fixam ao pelo do cao nas regioes perianal 
e peribucal. O homem, em contato com o cao, acaba infec- 
tado. Da-se contaminate indireta quando os ovos chegam ao 
aparelho digestivo pela agua ou por alimentos contaminados e 
apos disseminate, provocando a infec^ao (Figura 29.2). 


Na analise da distribute geografica da hidatidose humana, 
encontra-se maior incidencia nas regioes em que se criam ove 
lhas. Encontram-se cistos ferteis em mais de 80% dos casos 
nessas areas, proporcionando disseminate por parte dos caes 
que ali vivem. Ao se cotejar o indice de contaminate propor- 
cionado pelos rebanhos bovino, caprino e sumo, ve-se que e 
muito menor do que aquele proporcionado pelos ovinos. 

A distribute da hidatidose ocorre em todas as latitudes, 
com certa predominancia de regioes devido ao clima, cultura 
e condigoes socioeconomicas. 

Na America do Sul, Uruguai, Argentina, Chile e Brasil 
apresentam a maior incidencia de hidatidose, sendo que a 
regiao brasileira fronteiriga a Argentina e ao Uruguai e onde 
se encontra o maior numero de casos da doen^a, com signifi¬ 
cative indice de contaminate dos rebanhos. Hoje, este pre- 
dominio ja esta se diluindo, visto terem sido detectados casos 




Hospedeiro 

definitivo 




Figura 29.2 Ciclo biologico do Echinococcus granulosus. 0 hospedeiro definitivo (coo) torna-se infectado pela ingestao de visceras de hospedeiros 
intermediaries infectados pelo cisto hidatico. Os ovos infectantes encontrados nas fezes do cao podem contaminar os hospedeiros intermedia¬ 
ries (ove/ho, porco, homem). Quando os ovos ingeridos pelo hospedeiro intermediario eclodem no estomago e liberam oncosferas, penetram 
no intestino, vao para a circulagao e se transformam em cistos hidaticos. 0 crescimento do cisto causa a doenga hidatica no hospedeiro inter¬ 
mediario. 0 ciclo pode ser rompido se o hospedeiro definitivo nao ingerir visceras contaminadas. 
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de hidatidose em outras regioes do pais, normalmente nas 
Regioes Sudeste e Norte, nas quais a cria<;ao de ovinos vem se 
expandindo e, consequentemente, destacando a existencia do 
agente etiologico. 

► Diagnostico 

O diagnostico preventivo da hidatidose se fundamenta na 
detec^ao de sinais e sintomas compativeis com a enfermidade 
ou ambos, em pacientes com antecedentes de residencia em 
zonas endemicas ou outras situates que denunciam provavel 
infec^ao. 

Como o quadro clinico e as imagens obtidas de varias 
formas se confundem com as de outras infec^oes similares, 
o diagnostico definitivo podera se dar mediante interveneao 
cirurgica ou necropsia, pela elimina^ao do parasito ou partes, 
ou entao a partir do diagnostico laboratorial, utilizando meto¬ 
dos imunologicos ou de biologia molecular, valorizando-se as 
suas limit a<;oes. 

- Avaliagao clrnica 

O quadro clinico da hidatidose se relaciona com o estado 
fisico do cisto e a integridade de suas membranas. Em geral, 
o crescimento de um ou mais cistos hialinos, com membranas 
intactas e liquido cristalino, pode se manifestar sob a forma de 
massa palpavel, altera^oes fiincionais e crescimento anormal 
do orgao infectado. 

A evolu^ao da hidatidose e lenta, sendo necessarios mui- 
tos anos para que a sintomatologia seja evidente. Nao e rara 
a ocorrencia e a repeti^ao de casos de hipersensibiiidade tipo 
I devido a sensibiliza^ao do paciente, com produ^ao de IgE e 
IgG4, que desencadeiam quadras alergicos e ate anafilaticos 
graves. Na maioria dos casos, os sinais e sintomas na hidati¬ 
dose convencional dependem da localiza^ao, do volume, do 
tamanho e da quantidade de cistos. 

Nos casos de localiza^ao pulmonar, em cerca de 20 a 30% 
dos pacientes infectados sao frequentes as situates de dor 
toracica, dispneia, hemoptise e tosse. Aproximadamente 70% 
dos individuos infectados apresentam altera^oes hepaticas, 
com quadro de dor, massa palpavel, ictericia, hepatomegalia 
e esplenomegalia. Nas situates em que a localiza^ao dos cis¬ 
tos e ossea ou cerebral, podem ocorrer manifesta^oes clinicas 
especificas relacionadas com o crescimento do cisto. 

Por outro lado, se o paciente e portador de cisto hidatico 
cujas membranas sao alteradas por processo de calcifica^ao, 
infec^oes microbianas paralelas ou processo de ruptura aci- 
dental, poderao ocorrer quadras obstrutivos, supurativos, 
dolorosos, alergicos e outras altera^oes colaterais organicas e 
funcionais, bem mais intensos que aqueles observados em cis¬ 
tos hialinos comuns. 

A hidatidose e assintomatica ate que o cisto tenha volume 
consider avel ou se romp a, surgindo dai as complicates. As 
pequenas fissuras na hidatide provocam crises de hiper¬ 
sensibiiidade brandas, como asma e alergias, sendo que a 
ruptura espontanea ou provocada pode determinar choque 
anafilatico. 

Em pessoas assintomaticas, a detec^ao de cistos hidati- 
cos hialinos ou calcificados pode resultar de um diagnostico 
fortuito em exame clinico de rotina, provocado por processo 
infeccioso concomitante, com utiliza^ao de imagens e resulta- 
dos laboratoriais que detectam a incidencia da infec^ao. 


Em suma, o diagnostico clinico da hidatidose baseia-se em 
probabilidades. A confirma^ao geralmente permanece condi- 
cionada a explora^ao com o uso de imagens e a complementa- 
^ao com metodos imunodiagnosticos. 

- Avaliagao por imagem 

Em casos de cisto hidatico, os metodos de detec^ao com 
imagens sao de particular importancia para estabelecer sua 
localiza^ao no orgao ou orgaos afetados, verificar sua morfolo- 
gia, estado fisico e rela^ao com as estruturas do local onde esta 
alojado, definindo as possiveis lesoes que possa ter provocado 
com o seu parasitismo. 

Metodos radiologicos 

As imagens radiologicas variam de acordo com numero, 
tamanho, localiza^ao e estado fisico do cisto. Se o cisto e hia- 
lino e ocupa o parenquima pulmonar, a imagem vai apresen- 
tar bordas bem definidas, conteudo homogeneo, em geral 
arredondado. Quando o cisto sofre altera^oes por ruptura ou 
infeci^oes oportunistas bacterianas, perde a forma e e possivel 
observar o nivel de liquido em seu interior, com restos sedi¬ 
ment ados. 

A ruptura espontanea ou traumatica do cisto pode resul¬ 
tar em expulsao total do liquido hidatico, provocando tensio- 
namento das membranas, o que define um sinal radiologico 
caracteristico, pois apresenta estas membranas enrugadas. 

As radiografias simples do torax e abdome normalmente 
mostram aumento do mediastino e silhueta hepatica, com 
visualiza^ao do cisto. Entretanto, se o crescimento deste acon- 
tece na cavidade abdominal, com evolu^ao dentro do paren¬ 
quima, os metodos radiologicos sao ineficazes e nao detectam 
o cisto. 

Ecografia 

A ecografia, os abscessos, os pseudocistos e os cistos, 
incluindo os de etiologia hidatica, sao observados como zonas 
arredondadas e irregulares, de paredes lisas e circuncrescen- 
tes. Como o conteudo dos cistos e liquido e os sons se propa- 
gam melhor neste meio, a utiliza^ao de alta frequencia, com 
ondas pouco penetrantes, serve para desenhar perfeitamente 
o seu contorno. O metodo e util para o diagnostico preventivo 
de outras enfermidades que geram forma^oes vesiculares sem 
liquido em seu interior. 

Gamografia 

Trata-se de um processo de administra^ao de componentes 
radioativos que se acumulam nos orgaos e cuja distribui^ao 
permite obter informa^oes sobre sua morfologia e funciona- 
mento. Esse metodo e usado para estabelecer a existencia de 
cistos que ocupam principalmente o parenquima do figado, 
ba<^o e rins. As imagens dos cistos apresentam-se como lacu¬ 
nas, falta de imagens ou hiporradioativas. O processo possibi- 
lita o acerto diagnostico em cerca de 80% dos casos de hidati¬ 
dose hepatica. 

Tomografia computadorizada 

Esta tecnica registra a absor^ao de radia^ao pelos orgaos 
e detecta as diferen^as produzidas por lesoes nos tecidos afe¬ 
tados. 

Os cistos hidaticos geralmente se revelam como imagens 
hipodensas, unicas ou multiplas, de tamanho variavel e com 
conteudo liquido. Estas imagens, com bordas bem definidas e 
densas, sao compativeis com as que apresentam os abscessos e 
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cistos congenitos ou adquiridos, que sao tambem impermea- 
veis a solu^oes de contraste por via endovenosa. Podem se 
diferenciar de outras lesoes localizadas que produzem imagens 
comparaveis, tais como tumores primitivos benignos (heman¬ 
gioma) ou malignos (hepatomas) e as metastases neoplasicas, 
porque nestas penetram as solu^oes de contraste. 


Comentario sobre o diagnostic por imagens 


0 ernprego de metodos diagnosticos por imagens permite a visualiza^ao de 
cistos hialinos ou calcifkados em pessoas assintomaticas ou afetadas por 
enfermidades concomitantes. 

Cistos hidaticos que se desenvolvem no parenquima de orgaos como ba^o, 
figado, rins, pancreas e na zona retroperitoneal podem ser monstrados por 
ecografia ou tomografia computadorizada. Esta ultima e a mais indicada para 
a localiza^ao de cistos alojados no cerebro, ossos e na regiao toracica. Por 
outro lado, a gamografla revela com precisao os cistos intraparenquimatosos 
hepaticos, renais e esplenicos. 

A radiografia simples permite identificar os cistos hialinos do pulmao e 
mediastino, assim como aqueles ligados ao diafragma, bem como a deteqao 
de cistos calcificados em iocaliza^oes distintas, apesar de apresentar dificul- 
dades de visualiza^ao quando eles sao pequenos e intraparenquimatosos. 
lima limita^ao de todos os metodos de detecto com imagens refere-se aos 
cistos pequenos, em particular os extraparenquimatosos, que nao sao obser- 
vados por ocorrerem em piano distinto do estudado. Outra desvantagem e 
que os cistos abdominais rompidos, que podem provocar urn quadro clinico 
importante com dor, ictericia ou sindrome obstrutiva de vias biliares, com fre¬ 
quence nao produzem imagem alguma. 


- Avalia^io laboratorial 

Pelo carater acelular e nao degradavel, a capa laminar do 
cisto hidatico nao estimula o sistema imunologico do por- 
tador. Ela atua como um filtro que permite a passagem de 
macromoleculas, mas que impede o contato direto com as 
demais estruturas parasitarias, os tecidos e as celulas imuno- 
competentes do hospedeiro. 

A estimula^ao antigenica do portador depende do extra- 
vasamento, atraves da capa laminar, dos antigenos do liquido 
hidatico, os quais sao produzidos na capa germinativa e se 
acumulam no interior do cisto. A regular ao dos movimentos 
dos imunogenos se relaciona com a estrutura do tegumento 
da capa germinativa, a qual nao e compativel com a passagem 
das macromoleculas. Por isso e necessario que ocorra alguma 
altera^ao nas condi^oes de permeabilidade da membrana e 
que permita a indu^ao de uma a^ao por parte dos antigenos 
do liquido hidatico, o que vai acarretar a resposta imunolo- 
gica. Desse modo, explica-se que, entre o cisto hialino nao 
alterado, em que a libera^ao dos imunogenos sera escassa, e o 
cisto hidatico, que, ao se romper, expele seu conteudo antige- 
nico e faz com que o hospedeiro promova resposta imunolo- 
gica humoral e celular intensa, haja uma ampla variedade de 
situates em que a quantidade de antigeno liberado alcanna os 
mais variados niveis. Essas diferen^as na estimula^ao sao com- 
pativeis com as grandes varia^oes na concentra^ao de anticor- 
pos circulantes ou tambem sem estes, observada em pacientes 
portadores de cisto hidatico demonstrado por metodos com 
imagens. 

Devido a essa situa^ao peculiar, semelhante ao que acon- 
tece com as manifesta^oes clinicas, e ao proprio diagnostico 
por imagens, a resposta imunologica em pessoas afetadas pelo 
E. granulosus dependera do estado fisico do cisto, da integri- 


dade de suas membranas e das proprias condi^oes da resposta 
dos estimulos que o paciente apresenta. 

O liquido hidatico contem imunogenos que estimulam o 
sistema imunologico do portador do cisto, razao pela qual e 
empregado como antigeno nas provas imunodiagnosticas. 
Entre as 12 diferentes populates moleculares de origem 
parasitaria que podem ser detectadas no liquido hidatico, o 
antigeno 5 e historicamente o mais conhecido e que alcanna 
concentra^ao elevada, bem como o antigeno B e as suas 
subunidades, que estimulam a produ^ao de anticorpos iden- 
tificados por diversas tecnicas no soro de pacientes com equi- 
nococose cistica. 

Com os progressos alcan^ados no aumento da sensibili- 
dade dos testes imunodiagnosticos, a variabilidade de antige¬ 
nos comuns parasitarios remete a problemas no diagnostico 
especifico. 

A reduzida concentra^ao de componentes parasito-es- 
pecificos em prepara^ao de antigenos de E. granulosus pode 
levar a resultados falso-negativos. Por outro lado, resultados 
falso-positivos estao presentes devido a rea^oes cruzadas com 
outros antigenos parasitarios. 

Tais situates levam ao estudo, identifica^ao, caracteriza- 
<^ao e isolamento de antigenos especificos e, neste piano, a bio- 
logia molecular, por meio da utiliza^ao de metodos de DNA 
recombinante, mudou o perfil da identifica^ao dos antigenos 
do E. granulosus. Dos clones isolados, varios fragmentos do 
antigeno B sao utilizados para a identifica^ao especifica do E. 
granulosus, como os antigenos 12 kDa e 8 kDa. Varios pep- 
tidios sinteticos, produzidos de acordo com a sequencia de 
aminoacidos dos clones isolados, aumentaram muito a espe- 
cificidade das analises in vitro. Entretanto, em algumas situa¬ 
tes, os testes, principalmente os que utilizam componentes 
enzimaticos, tiveram perda de sensibilidade. 

Diagnostico imunologico 

Os imunoensaios sao de grande valia no diagnostico clinico 
de hidatidose cistica, em estudos epidemiologicos e no acom- 
panhamento de paciente durante e apos o tratamento. Esses 
testes, dentre os metodos nao invasivos disponiveis, consti- 
tuem alternativa mais especifica para a detec^ao do E. granu¬ 
losus. Uma variedade de tecnicas esta hoje disponivel para a 
investiga<;ao, de gera^oes diferentes, com sensibilidades e espe- 
cificidades que as diferenciam na valoriza^ao do resultado. 

Atualmente, os imunoensaios empregados para o diagnos¬ 
tico da hidatidose humana podem ser classificados em tres 
categorias: 

■ Os que detectam o anticorpo, sem defini^ao dos antigenos 
presentes no liquido hidatico 

« Os que detectam anticorpos antiantigeno 5 especifica- 
mente 

■ Os que detectam outros antigenos especificos no liquido 
hidatico alem do antigeno 5. 

Obedecendo a uma sequencia historica de aplica^ao pratica 
nos laboratorios clinicos, sao encontradas provas disponiveis 
para o diagnostico da hidatidose, as quais serao descritas a 
seguir. 

Intradermorrea^ao de Casoni 

Rea^ao in vivo de hipersensibilidade imediata, mediada 
pelos anticorpos IgE e IgG4, e facil de executar, mas de pouco 
valor diagnostico, sendo pouco considerada. Consiste na inje- 
£ao de 0,1 a 0,2 ml de antigeno - liquido hidatico fertil por 
via intradermica. A reato de hipersensibilidade imediata 
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detectando anticorpo espedfico acontece apos 10 a 30 min da 
aplicagao, surgindo uma papula de mais de 2 cm de diametro, 
contida por zona periferica avermelhada. 

Pode acontecer reagao tardia, verificada 24 h apos a aplica¬ 
gao do antigeno, ocorrendo na falta de reagao imediata e apre- 
sentando uma zona inflamatoria endurecida, arredondada, 
acompanhada de febre, o que caracteriza a agao de macrofagos 
e linfocitos, que liberam citocinas, induzidos por um estimulo 
imunologico celular. 

A reagao e pouco especifica, podendo apresentar cerca de 
30% de reagoes falso-positivas, tendo tambem pouca sensibili¬ 
dade, visto que em torno de 42% de casos apresentam reagoes 
falso-negativas. 

Hoje, a reagao intradermica de Casoni esta sendo reava- 
liada na sua condigao diagnostica devido a possibilidade de 
identificagao da IgE especifica antiliquido hidatico total obser- 
vada por outras tecnicas imunologicas. 

Aglutinagao passiva 

Reagao normalmente utilizada para levantamentos epi- 
demiologicos, servindo como reagao de triagem. A reagao 
utilizando particulas de latex com antigeno hidatico e exe- 
cutada de mo do qualitativo, observando-se uma diluigao do 
material biologico de 1:5. A sensibilidade e de cerca de 90%, 
tendo baixa especificidade, alcangando um indice de falso- 
positivos de aproximadamente 25% dos casos, havendo um 
cruzamento com anticorpo s contra outros antigenos parasi- 
tarios. 

Flocuiagao da bentonita 

E uma prova tao sensivel quanto a aglutinagao passiva uti¬ 
lizando particulas de latex, porem e mais especifica. Tambem 
e um teste qualitativo em que se consideram os titulos iguais 
a 1:5 como positivos, podendo ser realizado tambem como 
teste de triagem. E uma reagao pouco utilizada em laboratorio 
clinico devido ao baixo potencial diagnostico que apresenta 
quando comparada a outras reagoes imunologicas. 

Hemaglutina^ao passiva 

O suporte inerte utilizado para a reagao sao hemacias de 
carneiros taninizadas, as quais o antigeno hidatico total esta 
associado. E o metodo semiqualitativo mais utilizado devido 
a possibilidade de padronizagao, facilidade de execugao e 
resultados altamente reprodutiveis. Os testes sao considerados 
positivos quando alcangam titulos iguais ou superiores a 1:32. 
Valores inferiores, no entanto, nao descartam a possibilidade 
da doenga hidatidose. As limitagoes de resultados acontecem 
principalmente quando o cisto e pulmonar ou vertebral, sendo 
a reagao positiva, nestes casos, em apenas 50%. Quando o cisto 
e hepatico, a taxa de anticorpos especificos tem aumento sig- 
nificativo, tornando a reagao com alta incidencia de positivi- 
dade, atingindo 95% dos casos. A reagao de hemaglutinagao 
apresenta boa especificidade; no entanto, pacientes infecta- 
dos por equinococose multilocular e fasciola hepatica podem 
apresentar anticorpos que reagem cruzadamente, proporcio- 
nando resultados falso-positivos. 

Fixagao do complemento 

A reagao de reprodutibilidade relativa e hoje desconside- 
rada no diagnostico preferencial da hidatidose. A baixa sen¬ 
sibilidade do teste, aliada a dificuldade de padronizagao dos 
reativos e reagentes utilizados, tornam a tecnica excluida do 
rol daquelas utilizadas em rotina laboratorial para o diagnos¬ 
tic de doenga hidatica. 


Imunofluorescencia indireta 

Com a utilizagao do liquido hidatico como antigeno fixado 
a lamina, a especificidade da reagao chega a 80%. A reagao 
e semiquantitativa, sendo considerados os titulos iguais ou 
superiores a 1:80 como positivos, isto devido a sensibilidade 
do teste, que chegou a 95%. O problema maior relativo aos 
resultados e que os pacientes portadores de complicagoes 
hepaticas podem produzir falsos resultados positivos, inde- 
pendentemente do cisto no orgao. Quando ocorre infecgao 
hidatica no pulmao, a taxa de anticorpos e menor, apresen- 
tando um indice de positividade que atinge 55%. E conside- 
rado teste complementar de triagem, nao devendo ser utili¬ 
zado de maneira isolada para o diagnostico. 

O uso de antigenos purificados, principalmente o antigeno 
5, proporciona o desenvolvimento de metodologias que ainda 
sao utilizadas como referenda para o diagnostico definitivo da 
hidatidose, embora hoje se saiba que esta informagao, passada 
para a cultura medica como definitiva, encontra novas situa- 
goes laboratoriais que a contradizem. 

As reagoes de precipitagao, que se confundem com a 
historia da imunologia, sao as tecnicas referenciais para a 
determinagao do arco 5 por meio de seus anticorpos corres- 
pondentes, sendo a imunoeletroforese a mais citada e conhe- 
cida. Embora seja tao cultuada no diagnostico da hidatidose, 
encontra em outra reagao de precipitagao um concorrente 
a altura como prova diagnostica, ou seja, a imunodifusao 
radial dupla. 

Imunodifusao radial dupla (dupla difusao em gel) 

Utilizando a propriedade da difusao radial das proteinas 
em meio semissolido, foi desenvolvido o teste de imunodifu¬ 
sao radial dupla para a pesquisa de anticorpos contra o anti¬ 
geno 5, o qual representa alta especificidade, mas sensibilidade 
menor do que a outros testes disponiveis. 

A especificidade do teste chega a 93%, mas e importante 
assinalar que tem sido detectados anticorpos antiantigeno 5 
em soro de pacientes portadores de E. granulosus , E. multi - 
locularis , E. vogeli e Cysticercus celluloseae , o que nao nos per- 
mite afirmar com seguranga que cm testes de dupla difusao em 
gel, com a detecgao do arco 5, ha infecgao pelo Echinococcus 
granulosus. 

O metodo e de grande simplicidade, tendo como problema 
maior o tempo de duragao da reagao, cujo resultado so sera 
conhecido com seguranga apos um periodo que varia de 24 a 
72 h, o que nao permite diagnostico rapido. Por isso utiliza-se 
para detecgao do antigeno 5 o teste da dupla difusao em gel, 
como prova confirmatoria. 

Imunoeletroforese 

E o processo laboratorial que reune a eletroforese conven- 
cional e a imunodifusao radial dupla. Trata-se de prova arte- 
sanal que exige equipamento eletroforetico e permite a iden- 
tificagao de anticorpos especificos para o antigeno 5. A reagao 
apresenta sensibilidade de 75 a 85% e uma expressao maior 
de resultados reagentes quando os cistos se rompem e liberam 
quantidade de antigeno. Esse aumento permite maior precisao 
na verificagao do arco de precipitagao, proporcionando um 
resultado mais seguro. E um metodo que apresenta a mesma 
especificidade da imunodifusao radial dupla, sendo reagao 
confirmatoria, e nao diagnostica definitiva. Devido as varias 
etapas exigidas na realizagao do teste, aliadas a necessidade de 
equipamento eletroforetico, o metodo tem sido pouco utili¬ 
zado como rotina nos laboratorios clinicos. 
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Contra i m u n oel etroforese 

Obedece ao prindpio da eletrossinerese, em que os anti- 
corpos em meio semissolido, com a passagem de corrente 
eletrica constante, sao arrastados em dire^ao ao catodo (polo 
negativo). Como os antigenos sao carregados eletronegativa- 
mente, dirigem-se ao polo positivo; no momento em que os 
anticorpos encontram a substancia que os estimula, ocorre a 
precipita^ao do complexo. E uma prova de imunoprecipita^ao 
utilizada em conjunto com a imunodifusao radial dupla, ser- 
vindo como triagem desta, visto que oferece resultados mais 
rapidos em menos tempo (2 a 4 h). E a rea^ao menos sensivel 
e especifica que a dupla difusao, sendo tambem necessario um 
bom equipamento eletroforetico para a execu^ao do metodo. 

Os resultados obtidos com as rea^oes descritas suscitam 
duvidas quanto a existencia do agente etiologico da hidati¬ 
dose. Apesar de serem obtidos resultados razoaveis com anti¬ 
genos nao purificados ou semipurificados do liquido hidatico, 
sao necessarias tecnicas mais especificas para uma defini^ao 
da infec^ao, doen^a ou sanidade do individuo. Peptidios obti¬ 
dos por tecnicas de recombina^ao, como antigeno B da hidati¬ 
dose, aumentam a especificidade. A determina^ao de anticor¬ 
pos referentes as subunidades peptidicas de 8 a 12 kDa, de 16 
a 20 kDa ou 32 kDa, aliada a tecnica de gera^ao mais evoluida, 
permite investigates diagnosticas mais precisas, com menor 
risco de rea^oes cruzadas. Com o avan^o tecnologico, as clas¬ 
ses de anticorpos sao identificadas com maior precisao, per- 
mitindo a analise da fase da doen^a, seu monitoramento e 
prognostico da evolu^ao do quadro clinico. 

Rddioimunoensaio 

Hoje, e utilizado para captura do anticorpo IgE especifico 
contra o antigeno hidatico. um teste limitado a alguns labo¬ 
ratories, haja vista os obices legais que envolvem a metodolo¬ 
gia para radioisotopos. Trata-se de uma tecnica de alta sensibi- 
lidade e especificidade, a qual detecta uma classe especifica de 
imunoglobina (IgE), que indica quadros de hipersensibilidade 
tipo I, surgida de sensibiliza^ao de paciente com pequenas 
concentrates de antigeno hidatico extravasadas dos cistos. 
O teste, pela sua alta sensibilidade, pode capturar anticor¬ 
pos especificos contra os antigenos hidaticos, principalmente 
naqueles casos em que as outras imunoglobinas nao sao detec- 
tadas pelos metodos convencionais. A especificidade do teste 
atinge em torno de 94%, com sensibilidade de 96%, sendo 
valorizado nos casos em que os cistos hialinos ou calcificados 
liberam baixas concentrates de antigeno. 

Testes imunoenzimaticos 

Utilizando o antigeno total, sem purifica^ao, pode-se 
desenvolver uma metodologia de alta sensibilidade, a tecnica 
heterogenea denominada ELISA ( enzyme linked imunosor - 
bent assay), comparada a imunofluorescencia indireta e que 
apresenta os mesmos problemas relativos a especificidade. 
Esse metodo alia a simplicidade de execu^ao ao uso de equi¬ 
pamento s convencionais de laboratorio, bem como permite a 
quantifica^ao dos anticorpos, possibilitando resultados repro- 
dutivos, controle de qualidade da rea^ao e monitoramento do 
paciente frente a infec^ao com melhor criterio. 

Em contrapartida a sua alta sensibilidade (em torno de 
98%), a especificidade deixa a desejar, ocorrendo rea^bes 
cruzadas com anticorpos antitoxoplasma, anticisticerco, 
antitripanossoma, o que exige testes complementares para a 
confirma^ao do diagnostico da hidatidose. Apesar dessas difi- 
culdades, o teste pode ser padronizado no laboratorio e apre- 


sentar resultados mais reprodutivos e faceis que a aglutina^ao 
indireta, tanto com particulas de latex quanto com partfculas 
de bentonita, sendo utilizado como um teste de triagem mais 
bem elaborado. 

► Teste imunoenzimatico fluorimetrico especifico. Metodologia 

que emprega o antigeno hidatico purificado, no qual sao pes- 
quisados anticorpos especificos (IgGl, IgG4 e IgE) contra 
antigenos particulares da hidatidose. O uso do antigeno puri¬ 
ficado permite uma rea^ao sensivel, atingindo cerca de 90% 
dos casos, com uma especificidade proxima de 93%. Os anti¬ 
genos purificados indicam as proteinas B e 5, sendo utilizado 
o metodo ELISA com variante imunoenzimatica mais ade- 
quada, o que permite a observa^ao de resultados qualitativos e 
quantitativos reprodutiveis. 

O teste imunoenzimatico fluorimetrico especifico e impor- 
tante tambem para diferenciar a hidatidose produzida pela 
infec^ao pelo E. granulosus da doen^a hidatica alveolar pro¬ 
duzida pelo E. multilocularis. O antigeno Em2 purificado do 
E. multilocularis apresenta reaches sorologicas positivas em 
93% dos casos de doen^a hidatica alveolar, o que nao ocorre 
na hidatidose produzida pelo E. granulosus , que apresenta rea¬ 
ches para outros antigenos especificos. 

Antigenos circulantes tem sido detectados no soro de 
pacientes com equinococose cistica, acontecendo tambem 
em pacientes com rea^oes negativas para anticorpos antie- 
quinococos. O uso de anticorpos monoclonais oriundos de 
antigenos purificados, gerados pela clonagem com DNA 
recombinante, possibilita o desenvolvimento de metodologias 
mais especificas, com a captura dos antigenos circulantes. A 
variante de tecnica mais utilizada hoje com esse proposito e 
a do enzimaimunoensaio heterogeneo (ELISA), aplicada em 
pesquisa e avalia^ao laboratorial confirmatoria. 

► I mu noeletrotra referenda. Procedimento laboratorial in 
vitro em que se separa a amostra de antigeno hiddtico em um 
gel analitico de focaliza^ao isoeletrica. As moleculas separadas 
sao transferidas para membranas de nitrocelulose por reaches 
eletroforeticas. Essa membrana marcada (blot) que apresenta 
os varios antigenos separados (8, 16, 21 e 38 kDa e outros) 
serve como base para uma rea^ao de descri^ao dos peptidios 
individualmente, sendo obtida uma especificidade de 99%, 
enquanto a sensibilidade varia entre 70 e 75%. Isso permite a 
confirma^ao dos resultados de triagem que utilizam metodo¬ 
logias menos especificas. 

Analisando antigenos isoladamente, verifica-se uma fre- 
quencia das bandas de 8 kDa em pacientes portadores de cis¬ 
tos pulmonares. Entretanto, esse antigeno nao 6 especifico, 
podendo ocorrer reaches cruzadas com cisticercose. Os antige¬ 
nos de 16 e 21 kDa sao mais especificos e eficientes para deter- 
minar anticorpos em individuos com cistos hepaticos, nao 
havendo praticamente rea^ao cruzada com outros organismos 
parasitarios; observa-se tambem que a banda de 38 kDa apre¬ 
senta sensibilidade tanto para hidatidose pulmonar quanto 
hepatica, porem pode apresentar rea^ao cruzada com cisticer¬ 
cose. Os metodos de imunoeletrotransferencia utilizados para 
o diagnostico da hidatidose - immunoblots e immunodots - 
sao mais eficientes e precisos na determina^ao de anticorpos 
contra cistos hepaticos, tendo menor sensibilidade para casos 
de hidatidose pulmonar. Sao testes confirmatorios importan- 
tes para avalia^oes epidemiologicas ou individuals. 

Diagnostico molecular 

Nos ultimos anos, as tecnicas de biologia molecular tem 
provado serem ferramentas importantes para a descri^ao dos 
antigenos de E. granulosus e E. multilocularis, proporcionando 
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a identifica^ao de sequencia de aminoacidos e a evidenciagao 
de epitopos espedficos. Ha, nos dias de hoje, clara evidencia 
da diversidade genetica apresentada pelas especies de interesse 
clinico do genero Echinococcus, o que condiciona iraportantes 
implicagoes no desenvolvimento de novas vacinas e medica- 
mentos aplicados ao tratamento e prevengao da hidatidose. A 
significancia epidemiologica da variagao genetica do E. granu¬ 
losus tem sido discutida mais intensamente nos ultimos anos, 
principalmente apos a implement agao de tecnicas moleculares 
de biotipagem ou fingerprint, que permitem a distingao das 
linhagens com alta acuracia, de acordo com as regioes geogra- 
ficas de isolamento do parasito. E. granulosus representa maior 
variagao intraespecifica quando comparado as demais especies 
do g£nero, o que esclarece o motivo da diferenciada virulencia 
intraespecifica, bem como sua variabilidade na suscetibilidade 
aos tratamentos convencionais. 

A variagao genetica pode ser investigada em ambos os 
genomas, nuclear e mitocondrial. As unidades repetidas do 
DNA ribossomico tem sido extensivamente testadas para 
estudos de filogenia e tipagem, demonstrando ser uma regiao 
de escolha para essas aplicagoes. Entretanto, o DNA mitocon¬ 
drial (mtDNA) tem se mostrado mais vantajoso para a discri¬ 
minate de organismos estreitamente relacionados, devido a 
sua taxa de evolugao relativamente rapida quando comparado 
com rDNA, ser haploide e nao recombinar, fornecendo maior 
sensibilidade para a aplicagao na biotipagem. 

Analise do genoma de Echinococcus obtido por meio do 
tratamento do DNA com enzimas de restrigao, denominado 
RFLP (polimorfismo no comprimento dos fragmentos de res¬ 
trigao) e uma das ferramentas mais utilizadas como metodo 
de identificagao e diferenciagao de isolados microbianos. Os 
primeiros estudos envolvendo a variagao genotipica nos iso¬ 
lados de Echinococcus envolvem o RFLP associado a uma 
tecnica conventional de hibridizagao - southern blotting. No 
entanto, embora esse metodo apresente otima sensibilidade e 
especificidade, tem alto custo para implementagao, bem como 
requer um tempo de analise maior, dificultando a sistemati- 
zagao na rotina laboratorial. Consequentemente, a tecnica foi 
simplificada, sem perda de resolugao ou precisao, vinculando 
RFLP com a amplificagao por PCR de sequencias do DNA 
ribossomico. O rDNA tem regioes transcritas altamente con- 
servadas e e subdividido por espagadores internos e externos 
(ITS e ETS), que, por sua vez, sao relativamente mal conserva- 
dos e removidos posteriormente para formar os ribossomos. 
A sequencia ITS e a regiao escolhida para o desenho dos ini- 
ciadores, tendo como produto da PCR um amplificado que 
se estende desde a regiao ITS ate a unidade de repetigao de 
rDNA, e inclui a maioria dos genes da subunidade 5.8S. Esse 
produto e digerido com uma serie de quatro enzimas de res¬ 
trigao, produzindo padroes caracteristicos de RFLP, possiveis 
de identificar e diferenciar as especies patogenicas do genero 
Echinococcus. 

Analise do polimorfismo do DNA amplificado ao acaso 
(RAPD-PCR), tambem conhecida como PCR com primer 
arbitrario (AP-PCR), utiliza iniciadores ou primers de 10 
pb escolhidos ao acaso, sem o conhecimento do genoma. A 
identificagao e diferenciagao de isolados de Echinococcus por 
meio de RAPD e mais simples, rapida e altamente eficaz na 
investigate epidemiologica, alem disso, a tecnica consome 
um tempo menor do que a analise por RFLP. Usando condi- 
goes cuidadosamente controladas na rotina do diagnostico 
da hidatidose, RAPD-PCR mostrou-se util para distinguir 
as quatro especies reconhecidas Echinococcus, bem como as 
geneticamente distintas formas de E. granulosus. 


A informato de sequencias de genes taxonomicos em bases 
de dados publicas de livre acesso ( Genbank database) tem per- 
mitido o sequenciamento comparativo de genes homologos 
entre linhagens microbianas, e e hoje considerado o metodo 
padrao-ouro em identificagao microbiana. O sequenciamento 
de regioes do DNA mitocondrial (mtDNA), particularmente 
porgoes dos genes codificadores de proteinas mitocondriais, 
subunidade 1 do citocromo oxidase (COX1-391 pb) e o gene 
NADH desidrogenase 1 (ND1 -470 pb), provaram alta especi¬ 
ficidade na identificato de isolados de E. granulosus. Alem 
da identificato precisa, e possivel com essas regioes diferen¬ 
ciar os 10 haplotipos de maior interesse, tanto para a clinica 
medica quanto para as analises veterinarias. Em estudos com 
diversos isolados de Echinococcus, utilizando essas sequencias 
taxonomicas, as quatro especies reconhecidamente patogeni¬ 
cas (E. granulosus, E. multilocularis, E. oligarthrus, E. vogeli ) 
oriundas de diferentes mamiferos e regioes geograficas eram 
claramente identificadas e distinguidas, demonstrando a efi- 
cacia e precisao do metodo. Haplotipos mitocondriais de inte¬ 
resse na clinica medica, como Gl, G2, G5, G6 e G7, que tem 
o homem como hospedeiro intermediario e sao encontradas 
prevalentemente na America do Sul, sao facilmente identifi- 
cados, permitindo melhor entendimento da epidemiologia da 
hidatidose. 

A analise da variabilidade de micro ssatelites e a tecnica de 
escolha em estudos forenses para a identificato e diferencia^ao 
de individuos, bem como de estudos evolutivos entre especies 
e populates. Um microssatelite multilocus foi identificado em 
Echinococcus com repetites de CA e GA, sendo denominado 
EmsB. O polimorfismo do tamanho desses microssatelites 
amplificados se mostrou eficiente para diferenciar isolados do 
emergente E. multilocularis de mesmas localidades, demons¬ 
trando ser uma promissora ferramenta na tipagem de isolados 
da baixa prevalencia na populate. 


Comentario sob re o diagnostico laboratorial 


Na hidatidose, os sinais e sintomas clmicos e a resposta imunologica se rela- 
cionam com o estado do cisto e suas membranas. Em muitos cases, a existen- 
cia do cisto hidatico nao e observada em metodos por imagem, mas as aite- 
racoes em suas membranas, que permitem a saida dos antfgenos do ifquido 
hidatico em quantidades razoaveis, leva a indugao de anticorpos detectaveis 
por metodos laboratoriais in vitro. A medida que o cisto aumenta de tama¬ 
nho, podem-se observar, por meio da deteegao porimagens, como a ecografia 
e a tomografia, a evolugao do cisto e suas caractensticas, que promovem o 
diagnostico efetivo da hidatidose. Poroutro lado, a semeihanga das imagens 
dos cistos da hidatidose com outras enfermidades nao permite a confirmagao 
diagnostica pre-cirurgica; normalmente, os cistos pequenos, mesmo portes- 
tes de ressonancia magnetica, nao sao detectados. 

Nestes cases, os metodos diagnostics imunoiogicos tem grande valor. Entre 
as tecnicas conhecidas, parametros sao difundidos para diagnostico preciso e 
confirmagao de infeegao pelo f. granulosus. 

Analisando todas as tecnicas dispomveis e citadas para o diagnostico da 
hidatidose, sugere-se o seguinte esquema para que se obtenha um resultado 
sensivef, especifico e reprodutivel: 

■ Submeter o material biologic inicialmente a triagem, utilizando como 
tecnica preferencial a reagao imunoenzimatica heterogenea (ELISA) 
desenvolvida com antigeno total. Poderao ser pesquisados os anticorpos 
totais ou diferenciados, como IgGI, lgG4 ou IgE, caracterizando a infeegao 
e ate o seu estagio. E importante salientar a possibilidade de dosagem 
especifica da IgE, que aparece em situagoes de pequena sensibilidade 
do paciente com o antigeno hidatico, nos casos de reagoes sorologicas 
negativas para a deteegao dos outros anticorpos convencionais (IgG, IgA 
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ou IgM). Como alternativa para a rea^ao imunoenzimatica, a rea$ao de 
hemaglutinagao indireta, semiqualitativa, e a op$ao menos sofisticada e 
de menor sensibilidade, porem indicada como teste de triagem para o 
diagnostic da hidatidose 

■ Desenvolver provas secundarias no soro pre-testado para a confirma- 
5 §o dos resultados. 0 metodo principal e o de imunoeletrotransferencia 
para a identificagao dos antigenosS, 16,21 e 38 kDa, gue apresenta alta 
especifkidade e boa sensibilidade, servindo como elemento indicativo da 
doen^a provocada peio cisto hidatico. 

A rea^ao de imunodifusao radial dupla para a pesquisa do arco 5 (DD5) e tec- 
nica que devera ser desenvolvida concomitantemente a imunoeletrotransfe¬ 
rencia, servindo tambem como alternativa de metodo confirmatory, apesar 
de ser menos espedfica e poder apresentar reaves cruzadas. 

Resultados negatives para a pesquisa de anticorpos IgG, IgA e IgM pelos 
metodos citados deverao ser confrontados com os resultados de pesquisa de 
antigenos especfficos para o £ granulosus. 

Esgotadas as alternates de pesquisa de anticorpos especificos, podemos, por 
meio de metodos de biologia molecular, como a reagao em cadeia da polime- 
rase (PCR), desenvolver outras op0es diagnosticas, hoje ja plenamente vali- 
dadas e apresentando resultados de alta confiabilidade, utilizadas na rotina 
de laboratories especializados. 

Portanto, na analise da hidatidose, e importante avaliar o estado clinico do 
individuo, que estara intimamente relacionado com a condi$ao do cisto, a 
avalia^ao por interned io de metodos por imagem, o que devera ser acornpa- 
nhado peio suporte imunologico e molecular, definindo as varias instances 
diagnosticas em casos de suspeita da doen^a. 
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► Introdu^ao 

A cisticercose humana representa relevante problema de 
saude publica em areas carentes de condi^oes sanitarias, bem 
como de politicas de saude para controle da teniase humana, 
preocupando tambem autoridades sanitarias de paises que 
recebem imigrantes de regioes end&micas. 

O ser humano, hospedeiro definitive, aiberga no intestine 
delgado o verme adulto, Taenia solium. Os ovos eliminados nas 
fezes contaminam o ambiente, e, consequentemente, a agua e 
os alimentos. Apos a ingestao de ovos viaveis pelo hospedeiro 
intermediario - o suino o embriao hexacanto e liberado no 
intestino delgado depois da ruptura da casca quitinosa calca- 
ria do ovo. O embriao atravessa a mucosa intestinal por meio 
de seus aculeos e chega aos tecidos e aos orgaos, desenvolven- 
do-se ate a forma larvaria, cisticerco. O suino e o hospedeiro 
intermediary) natural, com grande suscetibilidade para a 
infec^ao. Completando o ciclo, o ser humano, ao ingerir carne 
suina com cisticercos viaveis, permitira o desenvolvimento 
do verme adulto a partir da fixa^ao das ventosas e aculeos 
do parasito na mucosa intestinal humana. Acidentalmente, o 
individuo pode infectar-se tambem com a forma embrionaria 
quando ingere agua e alimentos contaminados com ovos via¬ 
veis. Nesse caso, ocorre a cisticercose humana. Maus habitos 
de higiene, presen^a de portadores de teniase, agua e alimen¬ 
tos contaminados, conduces sanitarias deficientes e educa^ao 
sanitaria ausente ou insuficiente estao associados a ambas as 
infecqoes - teniase e cisticercose. 

A localizaqao do cisticerco depende da migra^ao das 
oncosferas, que ocorre de maneira ativa. Entretanto, perma- 
nece discutivel se essas oncosferas deposit am-se em tecidos 
especificos ou se acabam se alojando passivamente em tecidos 
com grande fluxo sanguineo, como cerebro e musculos. Nos 
suino s, a cisticercose se apresenta mais frequentemente sob 
a forma disseminada; em humanos, a neurocisticercose (NC), 
forma neurologica, e a mais estudada, possivelmente por ser a 
apresenta^ao clinica mais grave. 

Na dinamica da manuten^ao dos complexos teniase 
humana e cisticercose humana e animal, alguns fatores estao 
envolvidos: extrinsecos, como temperatura ambiente, umidade 
e agentes dispersores de ovos do parasito; socioecondmicos, 
como manejo na cria^ao de suino s, comportamento alimentar 
dos hospedeiros, legisla^ao, fiscaliza^ao e educa^ao sanitaria 
da popula^ao; e intrmsecos, como potencial biotico do parasito 
e imunidade natural e adquirida dos hospedeiros. 

► Imunobiologia da 
neurocisticercose humana 

No sistema nervoso central (SNC), as infec^oes podem ser 
acompanhadas de modifica^oes nos compartimentos intra e 
extracelulares, sendo as primeiras de dificil investiga^ao. As 
altera^oes extracelulares podem ser investigadas de modo 
indireto pelo estudo do liquido cefalorraquidiano (LCR). 

Em condiqoes imunologicas satisfatorias, a presenqa de 
cisticercos no SNC estimula o sistema de defesa local, que 
apresenta aspectos de progressao lenta e cronica, com surtos 
sucessivos de agudizaqao sem periodicidade caracterizada. As 
fases mais intensas ocorrem quando da morte e degenera^ao 
do parasito, com libera^ao maci^a de antigenos e quadro cli- 
nico aparente. No laboratory), observa-se a exacerba^ao da 


resposta imune detectada no LCR, ou seja, a presen^a de celu- 
las inflamatorias e anticorpos. 

O cisticerco, apos seu desenvolvimento pleno, mantem 
mecanismos de evasao da resposta imune do hospedeiro. 
Contudo, em um periodo estimado de meses a mais de 
10 anos, a larva frequentemente entra em degenera^ao, com 
consequente fibrose e calcifica^ao. 

A resposta imune celular do hospedeiro na cisticercose tern 
papel ainda pouco compreendido. O processo degenerativo do 
parasito e correlacionado com a resposta imune-inflamatoria 
do hospedeiro, infiltrado de linfocitos, plasmocitos, eosinofi- 
los e macrofagos; em seguida, forma-se o granuloma circun- 
dando o parasito; fibroblastos e colageno se depositam sobre o 
granuloma; e, ao final, restam corpusculos calcarios e fibrose. 
A calcificaqao final permanece como sequela e pode determi- 
nar sintomas, como na forma convulsiva. 

► Aspectos di'nico-epidemiologicos 

Durante a fase de invasao e instala^ao das oncosferas, a sin- 
tomatologia apresenta-se de modo brando ou, mais frequente¬ 
mente, esta ausente. Os sintomas e eventuais sequelas surgem, 
na maioria das vezes, meses ou ate anos apos o inicio da infec- 
^ao, em fun^ao dos fenomenos imunobiologicos caracteristi- 
cos da relaqao parasito-hospedeiro. 

A sintomatologia nao e caracteristica e praticamente todas 
as sindromes neurologicas podem estar presentes, sendo fre- 
quentes convulsoes, hipertensao intracraniana, hidrocefalia, 
demencia, meningite, paraparesias, isoladas ou associadas, 
alem de manifesta^oes psiquiatricas. 

Os aspectos clinicos dependem do numero, tamanho, 
idade, vitalidade, localiza^ao, estagio de evolu^ao do parasito 
e seus processes reacionais sobre o hospedeiro, alem da res¬ 
posta imune-inflamatoria do hospedeiro. As caracterfsticas 
evolucionais do parasito em conjunto com a resposta imune- 
inflamatoria do hospedeiro podem ser reveladas pelos exames 
de imagem e do LCR. A letalidade e maior nos casos de hiper¬ 
tensao intracraniana, associados ou nao a convulsao. 

Uma classifica^ao utilizada na clinica da NC baseia-se na 
distribui^ao e caracterfsticas das lesoes (parasito + resposta de 
defesa tecidual): a forma inativa, na qual predominam seque¬ 
las de calcifica^oes e fibrose e os fenomenos de imunidade e 
inflama^ao sao minimos; e a ativa, caracterizada por intensa 
atividade celular nas lesoes com exacerba^ao da sintomatolo¬ 
gia e da resposta imune. 

Em nosso meio, a letalidade observada na neurocisticercose 
deve-se, geralmente, aos casos de hipertensao intracraniana. 

A distribui^ao da cisticercose e universal, sendo frequente 
no Mexico, Asia, Africa, Americas Central e do Sul e em 
outras regioes com baixas condi^oes sanitarias. Autoridades 
sanitarias de paises industrializados que recebem imigrantes 
de areas endemicas tambem tern mostrado preocupa^ao com 
a cisticercose. 

No Brasil, os estudo s epidemiologicos da NC sao reali- 
zados em institui^oes de ensino e pesquisa medica e apon- 
tam para frequencias de ate 7,5%, ressaltando o alto custo dos 
atendimentos e impacto de morbidade. Individuos entre 21 e 
40 anos, economicamente ativos, correspondem a maioria dos 
casos, sem diferenqa quanto ao sexo. 

Os dados de cisticercose animal, em particular a suina, sao 
pouco confiaveis, entendendo-se que os animais doentes sao 
afastados dos frigorificos inspecionados, mas podem ser enca- 
minhados para locals clandestinos de distribuiqao. 
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► Diagnostico da neurocisticercose 

O diagnostico da NC e fundamentado em criterios clinicos, 
epidemiologicos e laboratoriais, incluindo os exames de ima- 
gem, como tomografia computadorizada (TC) e ressonancia 
magnetica (RM). 

O diagnostico clinico da neurocisticercose e dificultado 
pela sintomatologia polimorfica e inespecifica e quase sempre 
necessita de exames complementares para determinar a etiolo- 
gia. Os exames de imagem, tomografia axial computadorizada 
e ressonancia magnetica nuclear permitem a visualiza^ao de 
estruturas do parasito e do processo reacional do hospedeiro. 

E possivel que as infec<;6es do SNC sejam acompanhadas de 
altera^oes extracelulares que podem ser investigadas no LCR, 
que reflete essas altera^oes. O exame do LCR fornece alguns 
dados uteis no direcionamento da suspeita clinica da NC. A 
pleocitose, aumento do numero de leucocitos, e geralmente 
discreta; a presen^a de eosinofilos tambem pode ocorrer em 
outros processes patologicos do SNC; e a altera^ao no padrao 
de eletroforese de protelnas e do tipo verificado em processos 
inflamatorios subagudos e cronicos do SNC, com aumento 
de gamaglobulina. Essas altera^oes nao sao especificas da NC 
ou podem estar ausentes na vigencia da infec^ao. Anticorpos 
especificos podem ser detectados por varios testes, mas aque- 
les mais sensiveis, como o teste imunoenzimatico ELISA, sao 
recomenddveis e amplamente utilizados. 

- Diagnostico por imagem 

Os exames de imagem, tomografia axial computadorizada e 
ressonancia magnetica nuclear, auxiliam o diagnostico da NC 
pela visualizai^ao de estruturas compatlveis com o parasito, 
bem como fornecem inform a^oes sobre a atividade, a natureza 
e a intensidade das respostas inflamatoria e imunologica. 

Antes do advento desses recursos, o parasito so podia ser 
visualizado em radiografias, na forma calcificada, que pode 
aparecer anos apos a infec^ao e e inespecifica. 

As imagens da NC na TC podem nao ser especificas e a RM 
e tecnica mais sensivel e especifica, por permitir diagnostico 
mais precoce, defini^ao mais exata e representa^ao detalhada 
do processo inflamatorio, diferenciando os estagios de evolu- 
^ao da infec^ao parasitaria desde cistos vivos, inicio da fase de 
degenera^ao, hialiniza^ao, fibrose e calcifica^ao. 

- Metodos imunodiagnosticos 

Os metodos imunologicos de diagnostico da NC tern sido 
amplamente aplicados, ja que, em fun^ao da localiza^ao do 
parasito, ha restri^oes para o diagnostico direto. 

A imunidade celular especifica na NC vem sendo estudada 
com interesse na compreensao da rela^ao parasito-hospedeiro 
e nao com finalidade diagnostica. A intradermorrea^ao, como 
mbtodo diagnostico da NC, pela baixa sensibilidade, inespeci- 
ficidade e pelos riscos de desencadear resposta de hipersensi- 
bilidade, imediata (anticorpos IgE) ou tardia (imunidade celu¬ 
lar), nao pode ser utilizada. 

Ja a imunidade humoral tern sido amplamente investigada 
e a detec^ao de anticorpos especificos anticisticercos em LCR 
vem sendo considerada um dos elementos de certeza diag¬ 
nostica da infec^ao. O mesmo teste aplicado a amostras de 
soro pode incluir resultados falso-positivos por rea^oes cru- 
zadas entre antigenos de diversos parasitos, comuns em nosso 
meio. 


Desde Lange, em 1940, que utilizou o teste de imunofi- 
xa^ao de complemento (rea^ao de Weinberg), varios autores 
padronizaram inumeras variedades de imunoensaios para 
pesquisa de anticorpos no diagnostico laboratorial da cisti- 
cercose. Esses metodos incluiram testes de imunoprecipita- 
^ao, aglutina^ao, imunufluorescencia e ate o teste imunoen¬ 
zimatico ELISA. 

Ao longo do tempo, foram inseridos metodos de purifica- 
^ao dos extratos antigenicos, buscando maior especificidade 
dos testes em amostras de soro. 

A literatura e rica em informa^oes detalhadas desses testes, 
especialmente entre as decadas de 1970 e 1990. A sensibili¬ 
dade e especificidade desses testes eram superiores a 95% em 
amostras de LCR, as quais sao obtidas na fase de maior rea- 
tividade imune do hospedeiro, ou seja, quando ha sintomas. 
Esses indices tambem eram elevados em amostras de soro, 
com desvantagem para a especificidade que podia ser tao 
reduzida quanto 80%. 

Nos ultimos anos considera-se recomendavel na investiga- 
^ao laboratorial da cisticercose: utilizar os testes imunoenzi- 
maticos ELISA na triagem sorologica e o immunoblot como 
teste suplementar para verificar especificidade dos anticorpos 
detectados no teste de triagem. 

Teste imunoenzimatico ELISA 

O teste ELISA tern sido o mais estudado no imunodiag- 
nostico da NC pela elevada sensibilidade de seus resultados, 
e com vantagens de especificidade para o uso do LCR como 
amostra de investiga^ao. O teste foi introduzido na decada de 
1980, sempre realizado em institui^oes medicas de ensino e 
pesquisa ou em laboratories a elas ligados. 

O uso de componentes do parasito como antigeno mostrou 
que o liquido vesicular apresenta elevada antigenicidade e e 
bastante especifico, o que tornou esse antigeno alvo de puri- 
fica^oes adicionais, bem como caracteriza^ao dessas frames 
obtidas. 

Immunoblot 

O immunoblot tern sido utilizado no estudo da NC obser- 
vando-se diferentes indices de sensibilidade e eficiencia, 
muitas vezes em fun^ao da prepara^ao antigenica, do tipo 
e gravidade das lesoes e da rea^ao inflamatoria envolvendo 
o parasito. 

Foi utilizado com sucesso por pesquisadores americanos 
dos Centros de Controle e Preven^ao de Doem^as (CDC) 
que desenvolveram o immunoblot para diagnostico da cisti¬ 
cercose em soros e LCR, utilizando antigeno de glicoprotei- 
nas de cisticercos de Taenia solium obtidas por cromatografia 
de afinidade em lentil-lectina acoplada a Sepharose 4B (lentil 
lectin Sepharose®) Obtiveram especificidade de 100% e sen¬ 
sibilidade de 98%. Sete glicopeptidios (50, 42 a 39, 24, 21, 18, 
14 e 13 kDa) foram reconheddos. Infelizmente, o teste nao 
foi comercializado em larga escala para uso nos paises onde a 
cisticercose e endemica. 

Pesquisa de antigenos 

A pesquisa de antigenos ampliaria as perspectivas de diag¬ 
nostico da NC, elevando sua sensibilidade, ja que os antigenos 
parasitarios, principalmente de excre^ao e secre^ao, aparece- 
riam no LCR antes da produ^ao de anticorpos. No entanto, 
esses metodos nao puderam ser adequadamente padroniza- 
dos e avaliados. O recurso sofisticado dos exames de imagem, 
principalmente a RM, torna menos importante o uso de outros 
testes laboratoriais. 
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► Consideragoes finais ► Bibliografia 


A neurocisticercose e a forma mais frequente e grave de 
infec<^ao por cisticercos de Taenia solium , sendo a mais estu- 
dada das doen^as parasitarias do SNC. 

A evolu^ao longa afeta a qualidade de vida do paciente com 
reflexos socioeconomicos, considerando o elevado tempo de 
permanencia hospitalar, o alto custo da doenqa e os doentes 
em idade produtiva, frequentemente afastados de suas ativida- 
des a partir do inicio dos sintomas neural ogicos. 

O imunodiagnostico laboratorial da neurocisticercose tern 
especial importancia em fun^ao dos aspectos polimorficos dos 
sinais e sintomas e do modelo cronico repetitivo com surtos de 
agudiza^ao com que a doen 9 a se manifesta. 

Em nosso meio, tern sido utilizado preferencialmente o 
LCR como especime de estudo, de elevado valor diagnostico, 
particularmente na detec^ao de anticorpos. 

Ao elaborar um teste em que se pesquisam anticorpos 
espedficos, deve - se considerar a diver sidade genetica do hos- 
pedeiro e as varia^oes temporais na evoluqao do parasito e da 
propria infec^ao. Assim, a probabilidade de se encontrar uma 
fra^ao ou epitopo antigenico universalmente reconhecido por 
todos os hospedeiros durante todo o tempo da infecqao deve 
ser minima. Tambem e necessario conhecer a cinetica da res- 
posta imune para que se elaborem testes com valor prognos- 
tico da doen^a. 

Atualmente, os testes imunologicos para cisticercose estao 
restritos a centros de pesquisa, com pouca oferta de reagentes 
comercializados. 

Varios metodos imunologicos ja foram aplicados no imu¬ 
nodiagnostico da cisticercose, usando a pesquisa de anticor¬ 
pos. Avalia^oes comparativas indicam o teste imunoenzima- 
tico ELISA, o qual apresenta maior eficiencia diagnostica por 
utilizar antigenos purificados. Variados metodos tem sido 
usados na purifica^ao desses antigenos: deslipidiza^ao, croma- 
tografia de focalizaqao isoeletrica, purificaqao em colunas de 
imunoafinidade com anticorpos monoclonais e cromatografia 
de exclusao molecular. 

Quando os reagentes sao adquiridos comercialmente de 
empresas estrangeiras, sera necessaria a valida^ao do ensaio 
empregando amostragem que represente a popula^ao em que 
o teste sera executado. Isso vale especialmente quando sao uti- 
lizadas amostras de soro. 

Para fins de pesquisa, sao mantidos a area de investiga^ao, o 
estudo de antigenos adequados e em quantidade suficiente para 
garantir homogeneidade e controle de qualidade, uma vez que 
suinos com infec^ao natural, frequentemente mantidos na clan- 
destinidade, sao de dificil manipula^ao experimental. Proteinas 
recombinantes e peptidios sinteticos poderiam ser utilizados 
como antigenos, mas ainda estao em fase inicial de estudos. 
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► Introdugao 

A toxocariase e uma das mais importantes zoonoses em nosso 
meio e, mesmo assim, sua real prevalencia no Brasil ainda nao 
esta completamente determinada, nma vez que os estudos epi- 
demiologicos disponiveis foram realizados apenas em comuni- 
dades bem definidas. Embora bastante comum no pais devido 
as condiqoes ambientais observadas, muitos casos permanecem 
nao diagnosticados. O fato de a infec^ao por Toxocara ser fre- 
quentemente assintomatica ou com leves manifesta^oes clinicas 
pode tambem contribuir para essa realidade. 

Beaver, em 1952, foi o primeiro investigador a caracterizar 
a doen^a, denominando-a sindrome da larva migrans visce¬ 
ral (SLMV), a qual acometia crian<;as com sintomas pulmo- 
nares, hepatomegalia e eosinofilia cronica. 1 Desde sua descri- 
9&0, varios conceitos foram estabelecidos, ate que, em 1969, 
Beaver 2 definiu a SLMV como a migra^ao e persistencia de 
larvas vivas, por periodos prolongados, em tecidos de hospe- 
deiros nao habituais. Segundo esses conceitos, ficam exclui- 
dos da SLMV agentes como Dirofilaria e outros filarideos, 
Angiostrongylus, Capillaria, Lagochilascaris , bem como outros 
nematodeos dos quais o homem se caracteriza mais como hos- 
pedeiro final do que intermediario ou paratenico. 

Diversos agentes tern sido propostos como causadores da 
SLMV em humanos, sendo mais citadas as especies do genero 
Toxocara, Gnathostoma spiningerum eAncylostoma caninum? 
Mais recentemente tambem o Toxocara pteropodis, um para- 
sito de morcegos frugivoros, tern sido apontado como agente 
da SLMV em humanos. 

Entre as especies do genero Toxocara , o Toxocara canis (T. 
canis ) e, sem duvida, o agente que mais comumente se rela- 
ciona com SLMV, tendo sido localizado em varias ocasioes em 
tecidos de pacientes com manifesta^oes clinicas compativeis 
com SLMV (Beaver etal., 1952). 1 

► Genero Toxocara 

O genero Toxocara pertence ao filo Nemathelmintes, classe 
Nematoda, ordem Ascaroidea, familia Ascaridae e subfami- 
lia Ascarinae. Compoe-se de 21 especies, sendo as mais rela- 
cionadas com a SLMV a Toxocara canis, a Toxocara cati e a 
Toxascaris leonina. Entre essas especies, a T. canis se destaca 
pelas peculiaridades do ciclo biologico e padrao de migra^ao 
larvaria, caracteristicas que conferem ao parasito a capacidade 
de ser o agente mais frequentemente implicado na etiologia 
da SLMV. 

O principal hospedeiro do T. canis e o cao, porem outros 
animals ja foram descritos albergando esse parasito, entre eles 
gato, raposa, guepardo, tigre e roedores. O homem tambem ja 
foi descrito como portador do verme adulto no intestino. 4 

O reservatorio tipico do T. canis e o caozinho menor de 
10 semanas de idade, pois praticamente todos os filhotes sao 
infectados por transmissao larvaria transplacentaria. 

O meio de aquisi^ao de infec^ao pelo cao pode ocorrer de 
varias maneiras: 

■ Ingestao do ovo infectante 

■ Ingestao da larva em tecidos de hospedeiros paratenicos 

■ Migra^ao transplacentaria 

■ Passagem da larva pelo colostro 

■ Ingestao de L5 (larva de 5 a estagio) pela cadela, quando da 

higieniza^ao dos filhotes. 


A idade dos caes parece interferir na rota de migra^ao 
preferencial das larvas, sendo que nos animais menores de 
5 semanas de idade desenvolve-se a rota traqueal, e em ani¬ 
mais mais velhos, a somatica. 

A mobiliza^ao de larvas dos tecidos pode ocorrer, por ocasiao 
da prenhez da cadela, por provavel a^ao hormonal. A transmis¬ 
sao transplacentaria e de extrema importancia epidemiologica, 
ja que grande parte dos filhotes nasce infectada, com alta capa¬ 
cidade de contamina^ao ambiental e dissemina^ao da infec^ao. 

A aquisi^ao de infec^ao pelo homem pode ocorrer de 
varias maneiras: ingestao do ovo infectante, ingestao da larva 
em tecidos de hospedeiros paratenicos e ingestao de L5. 

O contato do homem, principalmente crian<;as, com solo 
contaminado e um dado relevante. Um fator de risco clara- 
mente associado a aquisi^ao da infec^ao por T. canis e a geo- 
fagia, que leva a ingestao de material contaminado com ovos 
infectantes. 

Beaver, em 1966, ja sugeria outro meio de aquisi^ao da 
infec^ao pela possivel transferencia da larva do T. canis entre 
hospedeiros paratenicos. Esse fato foi confirmado posterior- 
mente, a partir de relatos de manifesta^oes clinicas da SLMV 
em pacientes que ingeriram figado cru para tratamento de 
anemia perniciosa e tambem pela identifica^ao de larva do T. 
canis em tecidos de varios animais ingeridos pelo homem. A 
descri^ao de achados de vermes adultos em humanos pode ser 
explicada pela ingestao da larva L5, que completaria sua matu- 
ra<;ao no homem. 5 

Uma vez ingerido, o ovo embrionado libera a larva no esto- 
mago e no intestino delgado, a qual penetra a mucosa intesti¬ 
nal, invade as correntes linfatica e sanguinea, alcan^ando todos 
os tecidos. Essa larva pode permanecer quiescente por perio¬ 
dos prolongados ou produzir manifesta^oes clinicas variadas, 
dependendo de sua localiza^ao. 5 

► Epidemiologia 

O tamanho da popula^ao canina de uma regiao e a conta- 
mina^ao do solo por ovos infectados sao fatores preponderan- 
tes para a aquisi^ao da infec^ao por T. canis, 

A prevalencia de caes acometidos por este parasito varia 
de 0 a 93%, com media de 15,8%, sendo que em caes meno¬ 
res de 1 ano e encontrado alto grau de parasitismo. Estudos 
realizados em varias cidades do Brasil tem encontrado taxas 
elevadas de parasitismo canino, com prevalencia de ate 44,3% 
no municipio de Londrina (PR). A presen^a de caes, principal¬ 
mente filhotes, no domidlio e o contato profissional com caes 
sao considerados fatores de risco para a toxocariase. 

A contamina^ao do solo por ovos de T. canis e bastante ele- 
vada, sendo que, em nosso meio, Chieffi e Muller encontraram 
positividade de 60% em amostras colhidas no municipio de 
Londrina. 6 " 9 

Os ovos de T. canis sao muito resistentes a fatores hostis, 
podendo permanecer por tempo prolongado em solo argiloso, 
com temperaturas entre 15 e 35°C. Apos o embrionamento, 
tornam-se infectantes, podendo contaminar seres humanos, 
principalmente crian^as, quando ingeridos. O habito da geofa- 
gia, bastante comum em crian^as menores de 5 anos de idade, 
e um fator epidemiologico importante, sendo este um achado 
frequente na popula^ao pediatrica. 6 A capacidade de perma¬ 
necer no solo por longos periodos e a dispersao aerea dos ovos 
podem ser fatores que influenciam tais dados epidemiologi- 
cos. Outra maneira de contrair a infec^ao e a ingestao de carne 
crua ou mal cozida contaminada pela larva do parasito. 1011 
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Apos o aperfeigoamento de tecnicas sorologicas para o 
diagnostico de infecgao por Toxocara, em especial pela meto- 
dologia de ELISA, foi possivel a comparagao entre inqueritos 
epidemiologicos para melhor conhecimento da toxocariase. 

O Indice de positividade da sorologia para Toxocara 
(ELISA), segundo varios autores, apresenta grande variabili- 
dade, sendo descritas taxas de ate 92,8%, 12-19 Em nosso meio, 
inquerito epidemiologico realizado por Chiefii et al. 2c encon- 
trou positividade de 3,72% e Alderete et al, 21 avaliando esco- 
lares do subdistrito do Butanta, em Sao Paulo, encontraram 
soropositividade de 38,8%. 

Recentemente, outros estudos avaliaram a frequencia da 
positividade da sorologia em populagoes brasileiras, sendo 
encontradas taxas de 26,8% no Acre, por Elefant et al. 22 21,5% 
em Teodoro Sampaio (BA), por Prestes-Carneiro et al. 13 e 
18,9% em Goiania (GO) por Santos et al 2i Sob esse aspecto, 
a contribuigao de pesquisadores brasileiros tern sido bastante 
significativa, com aumento das publicagoes nacionais sobre a 
doenga, conforme descrito por Chiefii et al. (2009). 25 

► Manifestagoes cl micas 

As manifest ago es cllnicas da toxocariase sao bastante varia- 
das, desde casos assintomaticos ate aqueles com evolugao fatal 
e que parecem depender de varios fatores, tais como a quan¬ 
ti dade da carga parasitaria, a distribuigao das larvas, o padrao 
de migragao larvaria e a resposta imune do hospedeiro. A 
ocorrencia de reinfecgoes, com estlmulos constantes na imu- 
nidade do hospedeiro, tambem pode ser um fator modulador 
da sintomatologia cllnica. 

As manifestagoes cllnicas sao consequentes ao parasito nos 
tecidos do hospedeiro, produzindo reagoes inflamatorias e de 
hipersensibilidade no orgao acometido. Atualmente, sao des¬ 
critas diversas maneiras de apresentagao cllnica da doenga, 
tais como toxocariase visceral, toxocariase ocular, toxocariase 
oculta ( covert toxocariasis) e outras formas atlpicas. 

- Toxocariase visceral 

A toxocariase visceral (TV) acomete principalmente crian- 
gas de 1 e 5 anos de idade, embora haja descrigao da doenga 
em fodas as idades. A associagao a dados epidemiologicos 
caracteristicos e bastante significativa, embora sua ausencia 
nao exclua a slndrome. 26 

As manifestagoes cllnicas mais frequentes na TV sao: ane¬ 
mia, febre, hepatomegalia e manifestagoes pulmonares, porem 
sao tambem relatados outros achados cllnicos, como: manifes¬ 
tagoes neurologicas, edema, artrite, eritemas fugazes e nodu- 
los subcutaneos. 27-29 Casos graves ou fatais geralmente sao 
decorrentes de extenso envolvimento miocardico e do sistema 
nervoso central e/ou resposta exacerbada do hospedeiro. Os 
achados mais comuns encontrados ao exame fisico sao citados 
no Quadro 31.1. 

Manifestagoes cutdneas tern sido frequentemente associa- 
das a TV e podem se expressar de diferentes maneiras. Entre 
as manifestagoes cutaneas, destacam-se o prurigo cronico, a 
urticaria cronica e diferentes apresentagoes de eczema. 30 

► Prurigo cronico. A associagao entre a existencia de prurigo 
cronico, que € uma entidade cllnica caracterizada por prurido 
intenso, liquenificagao e pigmentagao, tern sido associada a 
positividade da sorologia para Toxocara. Esse achado cllnico 
e citado em literatura, sendo que Humbert et al. (2000) , 31 em 


Quadro 31.1 ■ Achados de exame fisico em pacientes com 
toxocariase visceral. 


Achado de 
exame fisico 

Snyder 43 

(1961) 

(n=20) 

Huntley 

efn/. 34 

(1965) 

(n=51) 

Ehrhard e 
Kernbaun 42 
(1979) 
(n=350) 

Jacob 

efn/. 2 ® 

(1994) 

(n=40) 

Febre 

I 55% 

80% 

69,3% 

15% 

Hepatomegalia 

85% 

65% 

74,6% 

50% 

Palidez 

40% 

NR 

26,2% ] 

70% 

Ausculta puimonar 
anormal 

20% 

43% 

66,7% 

60% 

Esplenomegalia 

45% 

NR 

32,9% 

20% 

Adenomegaiia 

1 NR 

1 8% 

| 21,2% 

15% 


NR — nao referfdo. 


estudo tipo caso-controle, encontraram 38,1% de positividade 
da sorologia nesses pacientes. Em comparagao com o grupo 
controle, foi encontrada associagao estatisticamente signifi- 
cante no grupo citado. Em contraste, esses mesmos autores 
nao encontraram associagao entre a positividade da sorologia 
e a existencia de prurigo cronico. 

Os principals mecanismos imunologicos para explicar a 
associagao com o prurigo cronico sao atribuldos a ativagao 
de eosinofilos decorrente da liberagao de fatores quimiotati- 
cos e estimuladores da degranulagao dessas celulas no local 
da lesao. Outra possibilidade poderia ser o efeito pruriginoso 
da propria larva, a semelhanga da observagao com larvas de 
Ascaris suum. 

► Urticaria cronica (UQ. A UC e uma das doengas de diag¬ 
nostico mais dificil, sendo descritas possiveis etiologias. Entre 
elas, a toxocariase tern sido cada vez mais citada por varios 
autores. Wolfrom etal, avaliando uma populagao com mani¬ 
festagoes dermatologicas, encontraram 65% dos pacientes 
com UC apresentando sorologia positiva para Toxocara > 
sendo essa associagao estatisticamente significante. 32 Outros 
estudos confirmaram essa associagao. Em contraste, em estu¬ 
dos realizado s em pacientes com urticaria aguda, essa asso¬ 
ciagao nao foi confirmada. 31 Deve ser ressaltado que a UC 
tern sido observada nos pacientes com toxocarlse oculta, que 
poderia representar mais uma patologia mostrando a associa¬ 
gao entre UC e agentes infecciosos, incluindo parasitoses teci- 
duais. Outro fato que confirma a associagao e a melhora dos 
pacientes com UC apos tratamento anti-helmlntico. Por todas 
essas evidencias, diversos autores recomendam a pesquisa de 
toxocariase em pacientes com UC, em especial naqueles com 
falta de resposta ao tratamento com anti-histamlnicos e com 
condigoes ambientais proplcias, tais como contato com caes, 
ambientes rurais e condigao socioeconomica desfavoravel. 33 

► Eczema. Muitas apresentagoes de eczema tern sido asso- 
ciadas a toxocariase, incluindo dermatite atopica e disidrose, 
mas, ate o momento, faltam evidencias consistentes para a 
confirmagao dessa associagao. A concomitancia de ambos 
os fendmenos e possivel, no entanto, sem relagao de causa e 
efeito. 

Outras manifestagoes dermatologicas menos comuns tern 
sido associadas a toxocariase, mas sao apenas relatos de casos 
na literatura. Lesoes granulomatosas subcutaneas associadas a 
eosinofilia tern sido descritas, assim como paniculite migrato- 
ria, vasculites e foliculite eosinofllica. 31 
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Manifestagoes pulmonares sao frequentemente descritas nas 
crian^as com toxocariase, desde a descri^ao inicial de Beaver 
em 1952. 1 Diversas manifestagoes pulmonares tern sido asso- 
ciadas a infec^ao por Toxocara, entre elas: tosse cronica, bron- 
cospasmo recidivante e mais raramente insuficiencia respira- 
toria associada a pneumonia eosinofilica aguda. 34,35 

A infec^ao pela larva do Toxocara tambem tern sido associada 
a predisposi9ao ao desenvolvimento de asma, o que tern sido 
demonstrado por meio de alguns estudos epidemiologicos. 36 37 
Como ambas as doen^as sao muito prevalentes em nossa popu- 
la^ao, alcan^ando entre 10 e 30%, a real rela^ao de causa e efeito 
entre elas e dificil de ser confirmada. Na pratica clinica, em 
crian^as com broncospasmo recidivante e condiqoes ambien- 
tais propicias ao desenvolvimento de toxocariase, essa doenqa 
deve ser sempre pesquisada, em especial naqueles pacientes 
com outras manifestagoes sistemicas e hipereosinofilia. 

O envolvimento do sistema nervoso tern sido evidenciado 
pelo achado de convulsoes, meningoencefalite, sindrome de 
Guillain-Barre e disturbios de comportamento. 38,39 

- Toxocariase ocular 

A toxocariase ocular (TO) foi inicialmente reconhecida em 
olhos enucleados por suspeita de retinoblastoma, nos quais 
foram detectadas larvas de Toxocara cams. A sindrome da 
toxocariase ocular acomete, principalmente, crianqas maio- 
res de 6 anos. Tipicamente, faltam as manifestagoes clinicas 
encontradas na forma visceral. O quadro clinico se restringe 
ao olho e deve ser distinguido de outras patologias oculares da 
faixa etaria pediatrica, tais como: retinoblastoma, doenqa de 
Coats, toxoplasmose e tuberculose. 28,40 " 42 

As lesoes oculares associadas a toxocariase sao: granuloma 
retiniano, endoftalmite, catarata, queratite e papilite optica. As 
queixas clinicas mais referidas pelos pacientes sao: compro- 
metimento visual, dor e hiperemia oculares, nao raro, associa- 
dos ao estrabismo. 28 

O quadro laboratorial que acompanha a TO e pobre, inclu¬ 
sive pela baixa resposta humoral, decorrente do insuficiente esti- 
mulo imunologico em vista do reduzido numero de larvas. 42 

O diagnostico, geralmente, baseia-se na sorologia por 
ELISA com antigeno de T. canis, ja que outras altera^oes 
laboratoriais sao escassas. Na interpreta^ao dessa sorologia, 
devem-se tomar, como significativos da infec^ao, titulos infe- 
riores aos que sao encontrados na forma visceral. 

- Formas atipicas 

Com manifesta^es clinicas inespecificas, tais como dor abdo¬ 
minal recorrente, cefaleia, astenia e hepatomegalia, tern sido obser- 
vadas as chamadas formas atipicas ou “ocultas” (covert toxocaria¬ 
sis). Nessa apresenta9ao clinica, a eosinofilia pode estar ausente, 
apesar de altos titulos sorologicos para Toxocara. Outra apresen- 
ta9&o atipica relatada atinge, principalmente, o adulto jovem, do 
sexo feminino, que apresenta astenia cronica, erup9ao cutanea e 
dor no hipocondrio direito. Na maioria dos casos, ha detec9ao 
de elevados niveis de gamaglutamiltranspeptidase, associados a 
niveis tambem elevados de anticorpos anti- Toxocara. 43 ' 45 

► Altera^oes laboratoriais 

As altera9oes laboratoriais caracteristicas da TV sao: leu- 
cocitose, eosinofilia maior ou igual a 20%, hipergamaglobu- 
linemia e eleva9oes dos titulos de iso-hemaglutininas anti-A 


e anti-B. Jacob et al. relatam que a utiIiza9ao de um indice 
percentual pode ser menos sensivel que o valor absoluto de 
2.000 eosinofilos/mm 3 para o criterio diagnostico da TV. 27,28 
Deve ser ressaltado que apresenta9oes atipicas podem cursar 
sem aumento do numero de eosinofilos, o que nao exclui o 
diagnostico. 

Eleva9oes dos niveis de imunoglobulinas (IgG, IgM e 
IgE) sao encontradas em ate 77% dos pacientes com TV e 
representam a estimula9ao policlonal causada pelo parasito. 
Anticorpos anti-IgG humanos (fator reumatoide), quando 
avaliados pela tecnica de latex, podem ser positivos em ate 44% 
dos casos. 46 

O protoparasitologico e caracteristicamente negativo, ja 
que o parasito nao completa seu ciclo no homem. Apenas em 
raras ocasioes se detectou verme adulto em humanos. 

O nivel de hemoglobina nos pacientes com TV e baixo, 
com valores menores que 11 g/df em 65% dos pacientes 
referidos por Jacob ef al. (1987). 27 Evidentemente, deve-se 
ter cuidado ao atribuir o achado de anemia apenas a 
toxocariase, ja que, em geral, as condi9oes socioecono¬ 
micas desses pacientes tambem sao fatores de risco para o 
desenvolvimento de anemia ferropriva. As enzimas hepa- 
ticas estao raramente alteradas na toxocariase, com eleva- 
96 es discretas das transaminases e em algumas apresenta- 
9oes atipicas sao descritos niveis elevados de gamaglutamil¬ 
transpeptidase. 

► Tratamento 

Os casos assintomaticos nao devem ser tratados, indepen- 
dentemente dos niveis sorologicos, ja que nao km importan- 
cia do ponto de vista epidemiologico. 

Os pacientes com manifesta9oes clinicas da doen9a e/ou de 
eosinofilia persistente tern indica9ao de tratamento, uma vez 
que o numero elevado de eosinofilos pode causar efeitos dele- 
terios ao paciente. 

Quando indicado, o tratamento pode ser dividido em sin- 
tomatico e anti-helmintico. O tratamento sintomatico visa ate- 
nuar os sintomas decorrentes da resposta inflamatoria a larva 
ou aos seus metabolitos. Corticosteroides, anti-histaminicos e 
broncodilatadores tern sido utilizados e podem ser bastante 
uteis na fase aguda da T V. 

O tratamento anti-helmintico utiliza diverse s medica- 
mentos com o objetivo de reduzir a carga parasitaria tecidual. 
Sua eficacia, no entanto, e duvidosa, e 0 real beneficio do seu 
emprego ainda permanece em discussao. Entre os farmacos 
mais utilizados estao: tiabendazol, dietilcarbamazina, meben- 
dazol, albendazol, fenbendazol, flubendazol, oxfendazol e 
ivermectina. 48,49 Em nosso meio, tern sido utilizado o tiaben¬ 
dazol na dose de 25 mg/kg/dia, por 7 dias, e repetido apos 
intervalo de 1 semana. Efeitos colaterais devem ser monitora- 
dos, tais como dor abdominal, ictericia e avalia9ao de enzimas 
hepaticas. 28,29 

Recentemente, uma preparaqao de albendazol em micro- 
esferas esta sendo testada em animais de experimenta9ao para 
avaliar se ha redu9ao importante do numero de larvas nos 
tecidos, reduzindo assim o risco de dissemina9ao para orgaos 
nobres como o cerebro. Em estudo experimental, parece haver 
importante redu9ao de larvas em tecido pulmonar e menor 
capacidade de migraqao de larvas para o sistema nervoso cen¬ 
tral. 30 Embora promissora, esta substancia ainda necessita ser 
melhor estudada para uso em humanos. 
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Medidas preventivas sao de especial importancia e devem 
sempre complementar o tratamento medicamentoso. Assim, o 
tratamento de caes parasitados e a orienta^ao quanto ao habito 
de geofagia sao medidas imprescindiveis no tratamento eficaz 
da toxocariase. 

► Diagnostic 

O diagnostico definitive da toxocariase pode ser reali- 
zado pelo encontro da larva em tecidos do hospedeiro, porem 
mesmo em biopsia hepatica este achado e raro e, por ser um 
metodo invasivo, nao e recomendado, necessitando assim de 
outros meios laboratoriais para o diagnostico da doen^a. 

Exames radiologicos, como ultrassonografia, tomografia 
computadorizada e ressonancia magnetica, podem auxiliar 
na localiza^ao de lesoes granulomatosas devidas as larvas de 
Toxocara. 51 

■ Diagnostico imunologico 

As limita^oes das tecnicas de diagnostico parasitologico 
para a toxocariase humana, desde o reconhecimento inicial da 
doen^a, estimularam numerosas investigates com o objetivo 
de desenvolver metodos praticos e precisos de imunodiagnos- 
tico para detectar anticorpos especificos no soro, nos fluidos 
oculares ou mesmo em liquido cefalorraquidiano do paciente 
infectado. 

Diversos metodos foram descritos e utilizados no pas- 
sado, tais como a intradermorrea^ao ou rea^oes sorologicas 
de fixa^ao do complemento, flocula^ao de bentonita, testes 
de precipita^ao da larva ou de seus antigenos em gel de agar, 
hemaglutina^ao indireta, imunoiluorescbncia direta ou indi- 
reta, radioimunoensaio e testes imunoenzimaticos. 12 Os anti¬ 
genos utilizados nessas rea^oes incluem extratos somaticos de 
vermes adultos, de ovos embrionados, de larvas integras ou 
seccionadas e produtos metabolicos coletados in vitro. Apos 
a padroniza^ao da sorologia para detec^ao de anticorpos IgG, 
pelo teste imunoenzimatico (ELISA) utilizando antigeno de 
excre^ao e secre^ao de larva de T. canis (TES), foi possivel a 
realiza^ao de inqueritos soroepidemiologicos comparatives. O 
teste ainda e hoje o mais amplamente utilizado. 52 ' 54 

Em relai^ao a IgM especifica, os niveis permanecem eleva- 
dos durante infec^ao cronica tanto em estudos experimentais 
em caes 18 como em humanos, 5 ^ mostrando que a resposta de 
IgM nao e transitoria na toxocariase humana, nao sendo pos¬ 
sivel, por meio de sua detec^ao, definir o tempo decorrente 
de infec^ao. Como marcador de infec^ao ativa, a detec^ao de 
proteina cationica eosinofilica tern sido recomendada. 56 

Antigeno 

O antigeno apropriado para uso em testes sorologicos para 
a pesquisa de anticorpos anti- Toxocara spp. no homem ou 
outro hospedeiro paratenico deve ser derivado de larva infec- 
tante, pois e mais sensivel e especifico que os antigenos de ver¬ 
mes adultos. O antigeno de escolha tem sido o TES, obtido in 
vitro , a partir de larvas mantidas por varios meses em meio 
de cultura definido, isento de macromoleculas. Esse antigeno 
e altamente imunogenico e, portanto, muito utilizado em 
estudos soroepidemiologicos e no diagnostico sorologico da 
toxocariase. 57 

Estudos mostram que o TES e composto por diferentes 
glicoproteinas excretadas pela larva e tambem liberadas de 


sua superficie. O rendimento e a composi^ao desse antigeno 
podem variar, segundo detalhes tecnicos de manuten^ao das 
larvas ou, mesmo, de sua procedencia. A remo^ao previa de 
proteases parece ser importante e pode ser efetuada por meio 
de lavagens das larvas apos sua eclosao, impedindo assim que 
contaminem o produto antigenico. 58 

A partir dos processos de marca^ao com radioisotopos, sus- 
cetibilidade enzimatica, liga^ao a lectinas e espectrofotometria de 
massa, tem sido possivel definir os componentes proteicos e glici- 
dicos presentes na estrutura do antigeno TES. As cinco principals 
moleculas sao classificadas de acordo com suas aparentes massas 
moleculares em quilodaltons (kDa): TES-32, 55, 70, 120 e 400, 
determinadas por eletroforese em gel de poliacrilamida. 5y 

O TES-32 e N-glicosilado, como indicado por sua sensibi- 
lidade para a enzima N-glicanase, que reduz sua massa mole¬ 
cular para 26 kDa. Liga-se a concanavalina A e a aglutinina 
do germe de trigo. Sua expressao na superficie da larva infec- 
tante e evidenciada pela utiliza^ao de anticorpo monoclonal e 
microscopia eletronica. 

Os TES-55 e TES-70 sao glicoproteinas associadas a super¬ 
ficie da cuticula do parasito. O TES-70 esta associado a fra^ao 
lipidica da epicuticula da larva e e muito reativo com os anti¬ 
corpos antigrupo sanguineo. 

As tecnicas de marca^ao e incorpora^ao de metionina 
radioativa permitiram verificar que o TES-120 e um produto 
proteico predominante da larva. E resistente a degrada^ao pela 
tripsina e pela protease V8 de estafilococo e suscetivel a a^ao 
da enzima pronase. 

O TES-400 e um grupo de bandas de alta massa molecular 
que contem as seguintes propriedades: e resistente a maioria 
das proteases e nao se cora pelos metodos que utilizam o azul 
de Coomassie ou a prata para identificar proteinas, mas sim 
pelo reagente de Schiff, que responde unido aos carboidratos; 
os estudos das propriedades fisico-quimicas excluem a possi- 
bilidade de ser um agregado ou uma forma agrupada de pro¬ 
dutos de baixa massa molecular. 59 

Todos os principals produtos sao glicosilados, apresentando 
ate 400 pg de carboidrato por miligrama de proteina. Os mais 
abundantes sao a galactose e a N-acetilgalactosamina (a<picar 
imunodominante do antigeno humano do grupo sanguineo A, 
contribuindo com 58% do total de carboidratos). Estudos com 
anticorpos monoclonais dirigidos contra o antigeno TES, pro- 
duzidos em diferentes laboratories, evidenciam sua natureza 
glicoproteica. Por meio de anticorpos monoclonais pode-se 
detectar antigeno de Toxocara em soros de animal infectado 
e de pacientes, confirmando, assim, a libera^ao in vivo desse 
produto, que pode ser muito util para o diagnostico. 60,61 

Por meio do metodo cromatografico de gel filtra^ao do anti¬ 
geno TES, foi possivel obter duas ou sete fra^oes, dependendo 
das caracteristicas da resina empregada. As propriedades anti- 
genica e alergenica do TES estavam presentes na fra^ao inicial, 
excluida da coluna. O antigeno recuperado por esse processo 
de fracionamento foi relatado como sendo uma glicoproteina, 
com massa molecular de 35 kDa. Essa fra^ao perde sua ativi- 
dade alergenica quando tratada com guanidina hidroclorada e 
2-mercaptoetanol, mas retem sua habilidade de induzir a res¬ 
posta imune para IgM e IgG anti- T. canis. 62 

Em fun^ao da alta reatividade antigenica com anticor¬ 
pos humanos e de animais infectados e pela praticidade de 
sua obten^ao in vitro, o TES e recomendado como antigeno 
padrao para ser utilizado nos testes de diagnostico sorologico 
da toxocariase humana. Verificou-se que o TES nao contem 
a fosforilcolina, um determinante antigenico responsavel por 
reaches cruzadas e que esta presente em outros helmintos. 63 
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O TES tambem e encontrado ao redor da larva no tecido 
do hospedeiro paratenico e e importante para a sobrevida 
do parasito in vivo. A larva de T. canis produz uma protease 
semelhante a elastase, e e provavel que a larva a utilize, durante 
a migra^ao atraves dos tecidos, de maneira analoga a que foi 
descrita para o esquistossomulo do Schistosoma mansoni. 

Com rela^ao ao sistema imune, o TES induz eosinofi- 
lia em camundongos, se administrado em grandes quanti- 
dades. Linfocitos T humanos respondem ao TES, por meio 
das celulas Th2, produzindo as citocinas IL-4 e IL-5. A pri- 
meira estimula as celulas B e amplifica a resposta de IgE; a 
segunda e importante para a estimula^ao do eosinofilo. 64 ' 66 
Estudos com camundongos mutantes deficientes em CD4 e 
camundongos normais infectados com T. canis sugerem que 
as celulas CD4 sejam as responsaveis pela produ^ao da IL-4 e 
IL-5. 67 Trabalhos experimentais tern sido realizados demons- 
trando o papel da IL-5 na migra^ao de eosinofilos da medula 
os sea para o sangue e tecidos, bem como na manuten^ao da 
eosinofilia na s indrome da larva migrans visceral e ainda seu 
papel na patologia da doen^a. 68,69 Ainda em rela^ao aos eosi¬ 
nofilos, foi demonstrado que linfocitos T CD8+ de camun¬ 
dongos infectados pelo T. canis produzem fator quimiotatico 
de eosinofilos. 70 

Uma protease recombinante (“cistefno-protease catepsina 
L-like”) de larva infectante de T. canis foi caracterizada. Soro 
de camundongos imunizados com essa protease recombinante 
reage especificamente com uma protease nativa de 30 kDa de 
extrato somatico da larva. Estudos em larga escala estao sendo 
investigados com rela^ao a eficacia deste possivel antigeno 
para o sorodiagnostico da toxocarfase humana. 71 

Teste imunoenzimatico ELISA 

Com a introdu^ao do teste ELISA utilizando o antigeno 
TES de larva de segundo estagio de T. canis, obteve-se uma fer- 
ramenta importante, passando a ser largamente empregada e 
aceita como padrao para o imunodiagnostico. Glickman et al. 
(1986) 53 encontraram sensibilidade de 78,3% e especificidade 
de 92,3% no ELISA com antigeno TES, evidenciando a impor- 
tancia dessa tecnica para o diagnostico da toxocariase. 72 

Para interpretar o resultado do teste, deve-se definir para 
cada popula^ao o limiar de reatividade. Na maioria dos 
ensaios, tanto para fins diagnosticos como para inqueritos 
soroepidemiologicos, sao pesquisados anticorpos da classe G. 
A sorologia pode permanecer elevada por longo periodo, e a 
pesquisa de imunoglobulinas A e E tern mostrado sua impor- 
tancia no acompanhamento terapeutico. 54 ’ 73 

A aplica^ao dos diferentes parametros sorologicos e dificul- 
tada pela falta de um metodo parasitologico seguro que esta- 
bele^a um diagnostico definitivo. O numero de biopsias reali- 
zadas para comprovar casos humanos de TV ou TO e muito 
limitado para validar os estudos estatisticos. A determina^ao 
de antigeno parasitario poderia ser um teste excelente para 
confirmar o diagnostico da infec^ao. Contudo, uma varie- 
dade de observances experimentais, clinicas e epidemiologi- 
cas, confirma indiretamente a eficiencia diagnostica do teste 
ELISA, empregado em diferentes laboratories em varias partes 
do mundo. 53 A sensibilidade e a especificidade do teste para 
detectar e quantificar a resposta imune variam de acordo com 
a preparatpao do antigeno e com o metodo sorologico. Essa 
varia^ao ocorre no imunodiagnostico de doen^as causadas 
por helmintos, um campo comumente caracterizado pelo uso 
de diferentes preparanoes antigenicas e por diversos processos 
sorologicos. Com relanao ao TES, verificou-se que, embora 
pequenas diferen^as qualitativas e quantitativas possam ser 


demonstradas, nao tern sido detectadas varia^oes significati- 
vas quanto a eficiencia diagnostica de diferentes lotes do anti¬ 
geno preparados e testados em diversos laboratories. 54 

► Especificidade. A especificidade varia com as diferentes 
prepara^oes antigenicas e com diferentes testes utilizados para 
o imunodiagnostico da toxocariase, tanto para fins clinicos 
como para epidemiologicos. O antigeno TES nao e genero-es- 
pecifico ou especie-especifico, e apresenta estrutura antigenica 
semelhante a de outros helmintos. Soros de animais infectados 
com Ascaris suum, Toxocara cati e Toxocara pteropodis e de 
pacientes com ascaridiase, filariose e estrongiloidiase reagem 
com o antigeno TES. Por outro lado, ha relatos de autores que 
descrevem a reatividade do TES como sendo especifica para 
a pesquisa de anticorpos anti- Toxocara. Essa divergencia de 
resultados provavelmente decorre de diferen^as entre os pro- 
cedimentos tecnicos utilizados. Alem disso, estudos da res¬ 
posta imune em animais experimentalmente infectados nao 
refletem, necessariamente, o que ocorre na infec^ao natural 
que acomete o ser humano. 72 

Em um estudo sobre reatividade cruzada em infec- 
^oes humanas (cisticercose, hidatidose, esquistossomose e 
toxocariase) e animais imunizados, o teste ELISA, utilizando 
antigeno TES, apresentou sensibilidade de 100% e especifici¬ 
dade de 82,3%. 74 

Maneira pratica para reduzir a reatividade cruzada e efe- 
tuar a absor^ao da amostra do soro com extrato antigenico de 
Ascaris sp. antes de ser analisada. Nesse processo, podem ser 
utilizados extratos somaticos de verme adulto, de larva ou de 
ovos embrionados, e ate mesmo produto metabolico da larva 
do Ascaris sp. 

Para resultados que expressem a maxima especificidade 
em estudos populacionais, em areas de endemicidade variada, 
recomenda-se proceder a absor^ao dos soros com extrato anti¬ 
genico dos diferentes parasitos nao homologos, que possam 
induzir a reatividade cruzada. Um exemplo disso e o inque- 
rito soroepidemiologico realizado na Venezuela, para avaliar a 
especificidade do teste ELISA com antigeno TES. Nesse estudo, 
as amostras de soro foram processadas apos absor^ao com 
extratos antigenicos dos seguintes parasitos: Ascaris lumbricoi - 
des\ Necator americanus; Ancylostoma duodenale ; Trichuris tri- 
chiura; Enterobius vermicularis , Strongyloides ratti\ Schistosoma 
mansoni; Taenia sp.; DiroJUaria immitis ; Entamoeba histolytica; 
Giardia lamblia; Leishmania sp. e Trypanosoma cruzi. 17 

Em estudos experimentais com caes infectados com 
Dirofilaria immitis, foi observada intensa reatividade cruzada 
com Toxocara canis no teste ELISA. Pelo immunoblot, as fra- 
^oes antigenicas de 44, 57, 88 e 100 kDa de extrato bruto de 
T. canis foram reativas com soro de caes infectados com D. 
immitis. 75 

As larvas do T. canis apresentam componentes glicosi- 
lados, semelhantes a antigenos de grupos sanguineos A e B, 
observando-se, em pacientes de toxocariase, altos niveis de 
iso-hemaglutininas anti-A e anti-B. Entretanto, essas iso-he- 
maglutininas nao parecem ser as responsaveis por falsos resul¬ 
tados positivos com o antigeno TES. A absor<;ao de soros de 
pacientes de toxocariase visceral com hemacias AB nao redu- 
ziu a reatividade com o antigeno TES. 76 

Alguns autores tern estudado fra^oes do antigeno TES que 
poderiam ser utilizadas para melhorar a especificidade do 
teste. Foi caracterizada uma fra^ao do TES de 57 kDa e uti- 
lizada em ensaio de ELISA duplo-sanduiche. O teste apresen¬ 
tou-se especifico para a toxocariase e nao demonstrou reativi¬ 
dade cruzada com soro de pacientes com Ascaris lumbricoides 
e Necator americanus. 7 ' 
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► Sensibilidade. A sensibilidade do teste para o diagnostico 
sorologico da toxocariase depende da resposta imune do hos- 
pedeiro paratenico. A toxocariase visceral, causada por infec- 
£ao com carga larvaria muito grande, resulta na produ^ao de 
anticorpos em niveis elevados. Nesses casos, a sensibilidade 
do teste ELISA com o antigeno TES e alta. As investigates 
para avaliar essa sensibilidade sao predominantemente reali- 
zadas para anticorpos IgG. 

Na toxocariase, ha uma dificuldade de se definir verda- 
deiros casos positivos. Na decada de 1980, os Centres para 
Controle e Preven^ao de Doen^as (CDC), em Atlanta (EUA) 
haviam sugerido uma classifica^ao, segundo alguns criterios: 
leucocitose > 10.000/mm 3 ; eosinofilia > 10%; titulo de anti-A 
> 1:200; eleva^ao dos niveis de IgG e IgM acima de 2 desvios 
padrao dos valores normals para idade e sexo e hepatomega- 
lia. Assim, pacientes que se enquadravam em ao menos cinco 
desses seis criterios eram classificados como portadores de TV, 
enquanto aqueles com apenas 1 ou 2 eram tornados como con- 
troles negativos. No teste ELISA padronizado naquela epoca, 
tomando-se como limite de reatividade a dilui^ao do sore de 
1:32, obtiveram-se valores de sensibilidade e especificidade de 
78 e 92%, respectivamente, e os valores preditivos, positivo e 
negativo, do teste foram de 86 e 88%. Posteriormente, verifi- 
cou-se que aproximadamente 30% das amostras de sores de 
pacientes com presumivel TV enviadas aquela institui^ao apre- 
sentaram-se positivas no ELISA. Adotando-se esse valor como 
referenda aproximada da prevalencia de TV entre os pacientes 
com sinais clinicos sugestivos da infec^ao, constatou-se que, 
para um limite de reatividade no ELISA de 1:32, os valores pre¬ 
ditivos positivo e negativo foram de 79 e 91%, respectivamente. 
A avalia^ao da sensibilidade e especificidade adotada nesse 
estudo foi provavelmente subestimada, uma vez que alguns 
casos classificados como TV poderiam ser causados por outre 
helminto que apresentasse sindrome similar a de Toxocara e, 
tambem, porque pessoas incluidas como controles negativos, 
poderiam ter tido contato com o Toxocara spp. As limita^oes 
impostas pela falta de metodo de confirma^ao e/ou de exclu- 
sao da toxocariase impedem uma avalia^ao satisfatoria do teste 
utilizado para fins de imunodiagnostico. Deve ser levado em 
conta, porem, que titulos positivos no ELISA entre os pacientes 
com pouco ou nenhum sinal clinico de TV ou TO podem indi¬ 
car a prevalencia de casos assintomaticos de toxocariase. 53 

A sensibilidade do teste e fun^ao do titulo de reatividade, 
tornado como limite de positividade. Um modo pratico e efi- 
ciente para definir o limiar de reatividade consiste em desenvol- 
ver o teste com paineis de sores de pessoas consideradas sauda- 
veis (sem evidencias de processo patogenico) e de pessoas com 
outras doen^as parasitarias, com diagnostico muito bem defi- 
nido tanto do ponto de vista laboratorial como epidemiologico. 

O titulo do anticorpo IgG ant i-Toxocara spp., em casos huma- 
nos de TV, pode persistir por longo perfodo, mesmo na ausencia 
de sinais clinicos e laboratoriais, compativeis com a infec^ao. Na 
Figura 31.1 apresentam-se os niveis de anticorpos obtidos em um 
paciente, durante 6 anos de acompanhamento (dados nao publi- 
cados). Para ilustrar, de modo comparative, foi incluida a curva 
do numero absoluto de eosinofilos. Ha poucos dados na litera- 
tura referentes ao aumento ou diminui^ao de titulos em sores de 
pacientes infectados pela larva de T. canis. A experiencia cientifica 
indica que os titulos caem gradualmente e a resposta e individual, 
variando de um paciente para outre. E provavel que o motivo 
para a queda esteja relacionado com o desaparecimento gradual 
da memoria do sistema imune e seu aumento pela estimula^ao 
derivada da continua ingestao de ovos larvados ou da reativa^ao 
de larvas encistadas nos tecidos. 54 
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Figura 31.1 Nivel de anticorpos IgG detectados por ELISA {linhacinza) 
e numero absoluto de eosinofilos {linho ozuf) com rela^ao ao tempo, 
em pacientes com infec^ao por Toxocara canis. 


O imunodiagnostico da toxocariase ocular pode ser reali- 
zado pela pesquisa do anticorpo no soro ou no humor aquoso. 
Ha relatos de encontro de anticorpos pelo teste ELISA nos 
fluidos oculares, porem com sorologia nao reagente/ 8 

Os niveis sericos sao, em geral, inferiores aos encontrados 
na TV. Este fato pode estar relacionado com o menor numero 
de larvas mfectantes e/ou com o maior intervalo de tempo 
entre o inicio da infec^ao e a interven^ao clinica e laborato¬ 
rial. 

Em estudo realizado nos CDC, com amostras de soro de 
41 pacientes com diagnostico clinico de invasao ocular por 
nematodeo e de 65 pacientes controles que nao apresentavam 
invasao ocular por parasitos, observaram-se sensibilidade de 
90% e especificidade de 91%, no ELISA, adotando-se como 
limiar de reatividade a dilui^ao do soro correspondente a 1:8. 
Com base nesse estudo, admite-se que, para um paciente com 
lesao ocular compativel com invasao por nematodeo, titulo 
> 1:8 no ELISA seja significative para o diagnostico da TO. 53 

A limita^ao imposta a pratica medica para a obten^ao de 
amostras de humor aquoso impede a real avalia^ao da sensi¬ 
bilidade e especificidade do teste ELISA com esse fluido biolo- 
gico para fins de diagnostico da toxocariase. 

A Figura 31.2 ilustra as curvas dose-resposta obtidas no 
ELISA com antigeno TES, quando analisamos amostras de 
humor aquoso de cinco pacientes na faixa etaria de 3 a 11 anos, 
com suspeita clinica de TO, e de 7 pacientes com diagnostico 
de catarata, displasia retiniana ou retinoblastoma, sem suspeita 
de infec^ao pelo T. canis, tornados como referenda (dados nao 
publicados). Ao lado da figura estao expressos os valores dos 
titulos sericos para ambos os grupos. 

Tomando-se a absorbancia de 0,5 como limiar de reati¬ 
vidade, a dilui^ao de 1:5 do humor aquoso permitiu, nesse 
estudo, diferenciar com boa precisao os pacientes com sus¬ 
peita clinica de TO do grupo-controle. 

Com rela^ao ao anticorpo no humor aquoso, os dados da 
literature sao limitados para a defini^ao da sensibilidade e da 
especificidade. Esse fato pode estar relacionado com a dificul¬ 
dade de obten^ao de amostras do humor aquoso na pratica 
medica, pois nao e um procedimento usual. 

Outros testes tem sido desenvolvidos e propostos para carac- 
terizar de maneira mais precisa a resposta imune de modo indi¬ 
vidual e sequencial durante o transcurso da infec^ao e detec- 
tar o antigeno, circulante ou localizado em tecidos, ao redor 
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80 
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160 
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80 
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320 
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10.560 
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40 
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80 
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160 
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160 
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40 
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40 
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40 


Figura 31.2 Anticorpos anti -Toxocaraearns no humor aquoso, demons- 
trados por ELISA. As linhos cinzas representam suspeita de toxocariase 
ocular; as linhasazuis representam outras afec^oes. 


da larva encistada. Neste aspecto, mostram-se promissores os 
testes imunoenzimaticos, immunoblotting (IB) e de captura ou 
detec^ao do antigeno TES e os testes imuno-histoquimicos. 

Avidez de anticorpos IgG 

Estudos sobre a avidez de anticorpos IgG tem sido reali- 
zados para diversas patologias, auxiliando na diferencia^ao 
das fases agudas e cronicas. Estudo com 1.376 amostras de 
soro de pacientes com toxocariase, anticorpos de baixa avi¬ 
dez foram encontrados em 5,1% das amostras. 79 Em estudo de 
acompanhamento terapeutico da toxocariase, todos os indi- 
viduos apresentaram anticorpos de alta avidez, refor^ando a 
ideia de que a maioria dos pacientes que procura assistencia 
medica encontra-se no estagio cronico da infeeqao. 5 Estudo 
em murinos mostrou que anticorpos de alta avidez Jigam-se 
a proteinas de 75 e 100 kDa, enquanto anticorpos de avidez 
variada se ligam a proteinas entre 37 e 25 kDa. 80 

Subclasses de anticorpos IgG 

Pesquisadores tem avaliado as diferentes subclasses com o 
objetivo de aprimorar a sensibilidade e a especificidade dos 
testes. Foi padronizado um teste ELISA para detec^ao de IgG4, 
que, embora apresente baixa sensibilidade, poderia ser utili- 
zado juntamente com ELIS A-IgG para melhorar a especifici¬ 
dade do teste. 81 

Outro estudo de subclasses de IgG, aplicando-se o teste 
ELISA, mostrou ser a IgG2 de melhor sensibilidade e a IgG3 de 
melhor especificidade. 82 

Anticorpos monoclonais 

Anticorpos monoclonais para o diagnostico da toxocariase 
tem sido utilizados por varios pesquisadores e representam um 
avan^o no diagnostico, permitindo a detec^ao da especie de 
Toxocara envolvida, auxiliando na melhoria da especificidade e 
na quantifica^ao de antigeno, bem como no acompanhamento 
terapeutico. 60,61,77,83 Um teste ELISA para captura de antigeno 
havia sido padronizado, porem por apresentar ialsos resultados 
positivos, nao foi indicado para uso rotineiro. 84 


Dot-EUSA 

Pesquisadores tem padronizado o dot-ELISA e comparado 
os resultados ao teste ELISA. As vantagens do teste seriam sua 
praticidade de execuqao e baixo custo. 85,86 

Immunoblot 

Estudo realizado na Franca mostrou que a tecnica de 
immunoblot para pesquisa de anticorpos IgG, com antigeno 
TES, apresentou dtima correlaqao com o teste ELISA e pareceu 
ser mais especifica. Sete bandas foram observadas e separadas 
em 2 grupos. O primeiro incluia 4 bandas de massas molecu- 
lares baixas, de 24 a 35 kDa; o segundo, 3 bandas de massas 
moleculares aitas, de 132 a 200 kDa. As fraqoes de baixa massa 
molecular mostraram-se mais especificas, por nao apresenta- 
rem reatividade cruzada com soros de doenqas causadas por 
outros helmintos. 87 A especificidade de bandas 24 a 35 kDa 
tambem foi observada por outros pesquisadores. 88 Alguns 
autores sugerem a utiliza^ao do teste IB como confirmatorio 
para o diagnostico da toxocariase. 89 

No Brasil, em estudo de rea^ao cruzada entre T. canis e A. 
suum, observou-se uma banda de massa molecular de aproxi- 
madamente 55 a 66 kDa como sendo a responsavel pela rea¬ 
tividade cruzada e que desaparece apos a absor^ao dos soros 
com antigeno de A. suum. 90 

A Figura 31.3 ilustra o perfil das bandas obtidas no teste 
IB, ao estudarmos, sequencialmente, amostras de soro de um 
paciente com toxocariase visceral. A analise foi realizada com 
amostras coletadas durante o periodo de acompanhamento 
que se estendeu por 7 anos, e que estao representadas na figura 
pelos numeros de 1 a 5. Ao longo do acompanhamento terapeu¬ 
tico, em alguns pacientes ocorre um clareamento de anticor¬ 
pos direcionados a certas fraqoes antigenicas, e estes achados 
podem servir de base para futuras investigates de importan- 
tes epitopos relacionados com o diagnostico e a terapeutica. 91 

O teste de immunoblot mostrou boa sensibilidade em 
estudo caso-controle de pacientes com toxocariase, que apre¬ 
sentaram manifesta^oes cronicas da pele, como urticaria e 
prurigo/prurido. 92 



Figura 31.3 Immunoblot IgG. Perfil sequencial de bandas em amostra 
de soro de um paciente no acompanhamento terapeutico. Padrao de 
anticorpos IgG: 1, antes do tratamento; 2, 20 meses apos tratamento; 
3,42 meses apos tratamento; 4, 70 meses apos tratamento; 5,89 meses 
apos tratamento. MM - padrao de massa molecular (kDa); CP=controle 
positivo; CN = controle negativo. 
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Pesquisa de antigeno circulante 

A detec^ao de antigeno circulante de T. canis poderia 
auxiliar no diagnostico, permitindo avaliar a carga parasita- 
ria, especialmente nas infecqoes recentes, assim como veri- 
dear a eficacia da terapeutica antiparasitaria. Alguns testes 
tem sido descritos, como o ELISA “sanduiche”, incubando as 
amostras de soro em placa plastica recob erta com anticorpo 
monoclonal anti -Toxocara. O antigeno foi revelado por rea- 
9&0 com outro anticorpo monoclonal marcado com isotopo 
radioativo ou com enzima. As amostras de soros foram pre- 
viamente tratadas para a libera^ao de antigeno s complexa- 
dos aos anticorpos. Esse tratamento consiste em adicionar 
volume a volume de soro e solu^ao de EDTA 0,2M, pH 8 , 0 , 
ferver por 5 min e centrifugar a 14.000 g, utilizando-se o 
sobrenadante no teste. Embora aplicado principalmente ao 
estudo de infec^oes experimentais, o teste apresentou boas 
perspectivas como adjuvante no diagnostico da toxocariase 
visceral e ocular . 61 

Imuno-histoqumca 

Tecnicas imuno-histoquimicas tem sido empregadas para 
detec^ao do TES em tecidos. Em biopsia hepatica de 5 pacien- 
tes que apresentavam evidencias clinicas, dados laboratoriais e 
padrao histopatologico compativeis com a infeeqao pela larva 
do T. canis , foi possivel identificar o antigeno TES. Todos os 
pacientes apresentavam titulos sericos de anticorpos S 1:160 
no teste ELISA . 93 

O antigeno TES foi detectado dentro do citoplasma de 
macrofagos e nas celulas de Kupffer. Esse achado indica que 
um diagnostico mais preciso pode ser alcanqado quando os 
dados clinicos, laboratoriais e epidemiologicos sao comple- 
mentados pela evidencia^ao de antigenos do parasito. 

Foi realizado estudo da frequencia de granulomas hepa- 
ticos induzidos por Toxocara em 310 necropsias de crian^as 
pela tecnica de imuno-histoquimica, encontrando-se 3,2% de 
positividade . 94 

- Imunoglobulina E 

A imunoglobuEna E tem sido objeto de estudo com o 
intuito de caracterizar sua importancia no diagnostico da 
infec^ao por Toxocara. 

Ha evidencias de que, na TV e TO, anticorpos IgE espe- 
cificos anti- Toxocara reajam preferencialmente com epitopos 
constituidos de carboidratos, enquanto na covert toxocariaus a 
reaqao se de principalmente com a fra^ao polipeptidica. Esses 
fatos podem ser notados apos o TES ser submetido a a^ao do 
metaperiodato de sodio 0,1 M e ao tratamento pelo calor, a 
121 °C, por 20 min, em autoclave, antes de ser utilizado no 
teste ELISA. O tratamento pelo calor altera a estrutura tercia- 
ria de proteinas sem afetar os carboidratos, enquanto a oxi- 
daqao pelo periodato degrada os carboidratos, reduzindo ou 
abolindo sua antigenicidade . 55 

Nos testes ELISA para deteeqao de IgE especifica, 
constatou-se a necessidade de deple^ao das imunoglo- 
bulinas G por meio de tecnicas, como coluna de proteina 
A-sefarosa ou tratamento com absorvente para fator reu- 
matoide, uma vez que essas estao em maior abundancia e 
bloqueiam a detec^ao da IgE. 54 ’" O teste ELISA com anti¬ 
geno TES foi desenvolvido para detectar IgE especifica em 
soros de pacientes que apresentavam doen^as alergicas e 
outras helmintoses e de pacientes com sintomas clinicos 
indicatives de toxocariase e reagentes para anticorpos IgG 


no teste immunoblotting com o mesmo antigeno. O teste 
ELISA com antigeno TES apresentou indices de sensibili- 
dade e especificidade considerados satisfatorios. O teste 
ELISA para IgE, se utilizado de modo isolado, nao fornece 
resultado preciso para o imunodiagnostico da toxocariase, 
porem pode ser complementar ao metodo que detecta a 
IgG especifica. A detec^ao de IgE especifica mostrou-se 
importante na avalia^ao pos-terapdutica, uma vez que 
os niveis de anticorpos diminuem mais precocemente se 
comparados aos niveis de IgG . 54,73 

A resposta de isotipos nas diferentes formas clinicas da 
toxocariase pode variar qualitativa e quantitativamente. Na 
toxocariase ocular a deteeqao de IgE mostrou-se mais sensivel 
que a detec^ao de IgG . 96 

- Reagao em cadeia da poiimerase 

Tecnicas moleculares de rea^ao em cadeia da poiime¬ 
rase (do inglds polymerase chain reaction - PCR) tem 
auxiliado na identificaqao das diferentes especies de 
nematoides e apresentam boas perspectivas para uso diag¬ 
nostico, investigates epidemiologicas e estudos de gene- 
tica populacional . 97,98 

- Antigenos recombinantes 

Estudos relacionados com o genoma do T. canis t£m 
sido realizados, uma vez clonados varios genes que pode- 
rao ser utilizados como ferramentas para analise e preven- 
9&0 da toxocariase." Estudos de genoma mitocondrial do 
T. canis tamb£m podem ter ampla aplicabilidade, contri- 
buindo para o emprego de marcadores geneticos nas pes- 
quisas de especies cripticas, em estudos de especificidade, 
no potencial zoonotico, podendo auxiliar na prevenqao e 
no controle da toxocariase humana e em outros hospedei- 
ros . 100 

Foi descrito um antigeno recombinante de larva de 
segundo estagio de Toxocara canis , de massa molecular 
de 41 kDa, que mostrou-se bastante especifico. Segundo 
Coelho et al., por ser um antigeno nao glicosilado, redu- 
ziria a reatividade cruzada com anticorpos que reconhe- 
ceriam as fraqoes de carboidratos presentes no antigeno 
TES . 102 Foi desenvolvido um teste ELISA, utilizando 
esse antigeno recombinante imobilizado em fase solida 
constituida de perolas de polisiloxane/polivinil alcool. 
Como vantagens sobre o teste convencional, houve maior 
diferen^a na densidade optica entre os resultados positi- 
vos e negativos, bem como o baixo custo e facilidade na 
obten^ao da fase solida . 102 

Outro antigeno recombinante de Toxocara canis , de massa 
molecular de 120 kDa, expresso em bacteria e em levedura, foi 
considerado altamente especifico e com possivel aplica^ao nos 
ensaios sorodiagnosticos da toxocariase . 103,104 

Foi descrito um teste ELISA-IgG, em modelo murino, alta¬ 
mente sensivel, com base em antigeno recombinante arginina 
quinase para ser utilizado no sorodiagnostico na toxocariase 
visceral . 105 

Recentemente, foi desenvolvido um teste ELISA com anti¬ 
geno recombinante de 30kDa para detec^ao de IgG4, apresen- 
tando altas sensibilidade e especificidade . 106 

A associa^ao de antigenos recombinantes (TES-26, TES-30 
e TES-120) no teste ELISA tem trazido bons resultados diag- 
nosticos e parece ser promissora para uma detect ao mais acu- 
rada da toxocariase . 107 
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Prepare do anti'geno TES 


Ovos de T. canis, obtidos por dissecgao do utero de verme adulto femes, 
sao mantidos em solugao de formalina a 2%, com aeragao, no minimo, por 
28 dias, a 28°C, sob agitato diaria. Esse processo permite o embrionamento 
dos ovos, que, apos esse pen'odo, sao iavados com solu^ao salina tamponada 
com fosfatos (SSTF), por centrifugagao a 2.000 rpm por 3 min. Em seguida, 
sao ressuspensos em solugao de hipoclorito de sodio a 5%, por aproxima- 
damente 5 min, em temperatura ambiente, para remover as camadas pro- 
teica e quitinosa da membrana, processo este acorn panhado ao microscdpio 
optico, e Iavados com SSTF ate a compieta remogao da solugao de hipoclorito. 
A seguir, sao ressuspensos em meio de Eagle (meio minimo essencial) con- 
tendo gentamicina (80 pg/m^) e transferidos assepticamente para urn frasco 
Erlenmeyer contendo perolas de vidro. A liberagao das larvas e realizada sob 
agitato lenta, por urn pen'odo de aproximadamente 10 min, acompanhan- 
do-se ao microscdpio optico. Ao final, transfere-se a suspensao para urn funil 
de Baerman modificado, e as larvas sao coletadas sob condigoes estereis, em 
tubos de ensaio e mantidas em estufa a 37°C. Semanaimente, coleta-se o 
sobrenadante e acrescenta-se uma nova aliquota de meio de Eagle aos tubos 
contendo as larvas. Nessas conduces, as larvas podem permanecer meta- 
bolicamente ativas por varios meses. Ao meio coletado, contendo produtos 
de excregao e secregao das larvas, adiciona-se inibidor de proteases PMSF 
(phenylmethylsulfonyl fluoride 1 mM) e preserva-se em aliquotas a -20°C. 
Posteriormente, a mistura de diversas partidas de sobrenadante e concen- 
trada de 50 a 100 vezes, em aparelho Amicon, membrana YM10, dialisada 
contra SSTF, centrifugada a 15.000 rpm, por 30 min, a 4°C. 0 sobrenadante e 
filtrado em membrana Mill!pore de 0,22 p, novamente acrescido de inibidor 
de protease PMSF, e preservado a -20°C ate o momenta do uso. 54,57 


► Perspectivas 

A toxocarlase e considerada uma doeng:a negiigenciada e 
ha muitos desafios a serem superados. Sao necessarias melhor 
padroniza^ao dos testes nos diferentes laboratories e definigao 
de antigenos mais especificos para auxiliar no diagnostico, tera- 
peutica, bem como nos inqueritos soroepidemiologicos. 89,108 
Ate o momento, o resultado positivo no ELISA, de modo indi¬ 
vidual para um paciente, nao permite ao clinico distinguir 
entre as apresentag:6es aguda, cronica e atipica. Diante disso, 
torna-se importante o aprofundamento dos estudos no sentido 
de desenvolver metodos precisos para caracterizar a resposta 
imune, diferentes classes de anticorpos, bem como subclas¬ 
ses de anticorpos, de modo individual e sequencial, durante 
o curso da infecgao. Na forma ocular, sao poucos os dados 
sobre prevalencia da toxocariase, e nao se sabe quais seriam 
os niveis de anticorpos protetores ou mesmo se os anticorpos 
seriam suficientes para a protegao das diferentes apresentag:6es 
oculares. 109 

Ferramentas para o diagnostico biologico, principalmente 
tecnicas sorologicas, devem ser aprimoradas e os estudos fica- 
rao concentrados na avaliag:ao da terapeutica. 110 A utilizagao 
de peptidios recombinantes obtidos por clonagem e expres- 
sao de genes permitira a pesquisa de anticorpos de maior 
especificidade. 101,107 
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► Introdugao 

Ha mais de 1 milhao de especies de fungos, mas apenas 
cerca de 400 causam doen^as relevantes para o homem, ani- 
mais ou plantas. Dentre eles, aproximadamente 100 sao capa- 
zes de causar infec^oes no homem, conhecidas como mico- 
ses. Os fungos podem causar variados processos infecciosos, 
desde manifesta^oes brandas ate quadras cllnicos graves e, 
por vezes, fatais. As infec^oes fungicas parecem ser acidentais 
em sua natureza e a maioria e adquirida por exposi^ao a fonte 
natural do fungo, sendo poucas as transmitidas por contato 
direto homem a homem. 

Nas ultimas decadas, as doen^as fungicas passaram a ser 
um importante problema de saude publica, devido ao uso 
intenso de medicamentos antibacterianos e imunossupresso- 
res. Indivfduos com flora bacteriana alterada ou com mecanis- 
mos de defesa comprometidos, como pessoas com sindrome 
de imunodeficiencia adquirida (AIDS), sao mais propensos a 
desenvolver infec^oes por fungos ditos oportunistas. O labo- 
ratorio que dispoe de metodos para identifica^ao dos pato- 
genos tradicionais, por exemplo Histoplasma capsulatum e 
Paracoccidioides brasiliensis, deve se capacitar para o desafio 
de isolar e classificar os chamados agentes oportunistas. O iso- 
lamento desses agentes a partir de especimes clinicos, normal- 
mente, estereis, requer interpreta^ao criteriosa e seu potencial 
patogenico nao deve ser desprezado. 

A correta identifica^ao dos fungos e de grande importan- 
cia, tanto na pratica clinica quanto em fitopatologia, biode- 
teriora^ao, biotecnologia e estudos ambientais. A classifica- 
9&0 dos fungos tern sido fundamentada principalmente em 
caracterfsticas morfologicas. Alem dessas, tambem outros 
testes, como os fisioJogicos e bioqufmicos e os moleculares, 
tern sido utilizados na classifica^ao e tambem na identifica^ao 
de fungos. Para o diagnostico de micoses, causadas por fun¬ 
gos patogenicos, metodos mais rapidos e especificos estao em 
desenvolvimento e sao necessarios. Os metodos moleculares 
estao se tornando cada vez mais importantes como parte do 
diagnostico no laboratorio de micologia clinica. 

Fungos constituem um grupo de organismos eucariotos 
sem mobilidade propria, heterotraficos, essencialmente aero- 
bios, com limitada capacidade anaerobia e que podem sinte- 
tizar lisina pela via biossintetica do acido L-ot-aminoadfpico. 
Acumulam glicogenio como material de reserva, sao despro- 
vidos de clorofila e apresentam nucleo rodeado por membrana 
nuclear, com cromossomos que contem DNA com regioes 
codantes (exons) e nao codantes (introns), a membrana plas- 
matica contem ergosterol e o aparelho de Golgi nem sempre 
esta presente. Reproduzem-se por esporos, tern parede celu- 
lar rigida, quitinosa, reticulo endoplasmatico, mitocondrias 
semelhantes as de celulas de plantas e animais, alem de vacuo- 
los, microtubulos e ribossomos do tipo 80S. Os fungos sao 
seres ubiquitarios e importantes na decomposi^ao da materia 
organica. Podem ser unicelulares ou multicelulares e dividi- 
dos basicamente em filamentosos (bolores, mofos) e levedu- 
ras, conforme sua morfologia. Exemplos de filamentosos sao 
Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium sp., Cladosporium 
sp. As leveduras de interesse medico pertencem, em sua 
grande maioria, aos generos Candida sp.. Cryptococcus sp., 
Trichosporon sp. e Pichia sp. Em muitos textos de micologia 
sao descritos actinomicetos, algas dos generos Prototheca e 
Chlorella e Rhinosporidium seeberi , agente da rinosporidiose. 
Actinomicetos sao bacterias aerobias e anaerobias, filamento- 
sas procariotas, agentes de actinomicetomas, e as algas podem 


ser isoladas facilmente nos meios tradicionais usados em 
micologia. O Rhinosporidium seeberi foi considerado fungo no 
passado, mas estudos moleculares mostraram sua correlate 
com protista aquatico do reino Protozoa. 

O sistema vegetativo dos fungos filamentosos e constitufdo 
de hifas ou micelio, que contem septos, regulares ou nao. As 
hifas sao oriundas, em geral, de esporos que germinam sob 
conduces adequadas de temperatura e umidade. As hifas 
podem ser vegetativas, para absorver nutrientes, ou especia- 
lizadas, a fim de originar o sistema reprodutor para a forma- 
^ao de esporos (Figura 32.1). A observa^ao microscopica do 
sistema reprodutivo e fundamental para a classifica^ao dos 
fungos filamentosos, permitindo a identifica^ao do genera, e, 
muitas vezes, da especie. Atualmente, metodos moleculares 
podem ser empregados em estudos filogeneticos, taxonomi- 
cos, no diagnostico e em estudos epidemioldgicos. A identi- 
fica^ao de fungos com esses metodos e uma alternativa aos 
metodos ienotfpicos, e, principalmente no caso de fungos fila¬ 
mentosos, encontra grande aplicabilidade. 

As leveduras nao apresentam grande varia^ao na estrutura 
micromorfologica, e necessitam, portanto, de provas fisiolo- 
gicas e bioqufmicas para a determina^ao de genera e especie. 
A estrutura basica das leveduras e, em geral, unicelular com 
reprodu^ao por gemula^ao ou brotamento, por blastocomdios. 
Algumas delas tem capacidade para a produce ao de hifas. Essas 
hifas podem surgir diretamente, de um blastoconfdio, a partir 
da forma^ao de um tubo germinativo e, neste caso, sao deno- 
minadas hifas verdadeiras; outras, ditas pseudo-hifas, surgem 
da conjun^ao de varios blastoconfdios, que se mantem unidos 
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Figura 32.1 Representa^ao esquematica de estruturas fungicas ba- 
sicas. 
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apos sua forma^ao. Alguns generos apresentam como caracte- 
ristica principal uma capsula de natureza polissacaridica. Essa 
forma^ao e particularmente util na identifica^ao do genero 
Cryptococcus , de grande interesse em micologia medica. 

Dentre os fungos filamentosos ha um pequeno grupo, 
mas importante, constituido por fungos dimorficos, assim 
chamados por apresentarem formas leveduriformes a tern- 
peratura de 35 a 37°C. No Brasil, os generos mais importan- 
tes sao Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum, 
Sporothrix schenckii e, mais recentemente, Coccidioides immi- 
tis. E fundamental o entendimento desse fenomeno para o 
diagnostico laboratorial de paracoccidioidomicose, histoplas- 
mose, esporotricose e coccidioidomicose. O dimorfismo e 
regulado por fatores como temperatura, concentra^ao de C0 2 , 
pH e nfveis de cisteina ou outros compostos que contem gru- 
pos sulfidrflicos. 

A morfologia de um fungo pode variar de forma conside- 
ravel, de modo que um determinado fungo apresenta uma 
forma no tecido hospedeiro diferente da encontrada in vitro, 
em meios de cultura. O conhecimento das diversas formas que 
um fungo pode adquirir, conforme o substrato que o mantem, 
e um fator decisivo para sua correta identifica^ao. 


Os fungos sao atualmente colocados em reino proprio, o 
reino Fungi (Quadro 32.1). 

► Qualidade em laboratorio 
de micologia 

No mundo atual, a palavra de ordem e qualidade e todos 
os laboratories devem participar de programas especificos que 
visem a melhoria dos serviqos prestados. O maior objetivo 
dos programas e a conquista de credenciamento junto a insti¬ 
tutes de referenda, como o Inmetro (Institute Nacional de 
Metrologia). Para o credenciamento, o laboratorio pode esco- 
lher um dos sistemas (p. ex., ISO, BPL-C) ou normas ditadas 
pela ABNT - Associa^ao Brasileira de Normas Tecnicas (p. ex., 
Isoguia 25). Mas, independentemente do credenciamento, os 
laboratories devem participar, ao menos de maneira basica, de 
programas de qualidade organizados por sociedades e asso¬ 
ciates de classe. 

A busca de assessoria especializada para a implanta^ao do 
sistema de qualidade depende do programa escolhido. Mas o 


Quadro 32.1 ■ Esquema simplificado dos prindpais grupos taxondmicos do 


i Fungi de importance em micologia medica. 

Grupos taxondmicos Generos representatives Doenfas 


Divisao: Zygomycota 

Classe: Zygomycetes 

Ordem: Mucorales 

Ordem: Entomophthorales 

Rhyzopus , Mucor, Rhyzomucor, Absidia, Syncephalastrum 

Basidioboius, Conidiobolus 

Mucormicose 

Entomoftoromicose 

Divisao: Ascomycota 



Classe: Ascomycetes 


Leveduroses 

Ordem: Saccharomycetales 

Saccharomyces, Pidtia (forma teleomorfa de Candida sp.) 


Ordem: Onygenales 

Arthoderma (forma teleomorfa de Microsporum e Trichophyton sp.); 

Oermatofitose 


Ajellomyces (forma teleomorfa de Histoplasma e Blastomyces sp.) 

Micoses sistemicas 

Ordem: Eurotiales 

Forma teleomorfa de alguns Aspergillus e Peniciiiium sp. 

Aspergilose, hialo-hifomicose 

Ordem: Microascales 

Pseudallescheria boydii (forma teleomorfa de Scedosporium 
apiospermum} 

Micetoma, hialo-hifomicose 

Ordem: Pyrenomycetes 

Nectria, Gibberella (formas teleomorfas de Fusarium spp.) 

Queratite micotica: hialo-hifomicose 

Classe: Arch iascomycetes 



Ordem: Pneumocystida les 

Pneumocystis jicoveci carinii 

Pneumonia 

Divisao: Basidiomycota 

Classe: Basidiomycetes 



Ordem: Agaricales 

Amanita, Agaricus (fungos superiors) 

Envenenamento por ingestao de especies venenosas 

Ordem: Aphyllophoraies 

Schizophyllum comune 

Micoses variadas 

Ordem: Filobasidiales 

Filobasidiella (forma teleomorfa de Cryptococcus neoformans ) 

Criptococose 

Divisao: Deuteromycota 



Classe: Deuteramycetes 


Leveduroses 

Ordem: Cryptococcales 

Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Malassezia 

Micoses variadas 

Ordem: Moniliales 

Epidermophyton, Coccidioides 

Cromoblastomicose, micetoma e feo-hifomicose 

Familiar Moniliaceae 

Paracoccidioides, Sporothrix, Aspergillus 


Familiar Dematiaceae 

Phialophora, Fonsecaea, Cladophialophora Exophiala, Wangiella, 

Xylohypha, Alternaria (fungos demacios) 


Ordem: Sphaeropsidales 

Phoma 

Feo-hifomicose 

Divisao: Oomycota 



Classe: Oomycetes 

Pythium 

Fitiose 


Adaptado com modifica^oes de Dixon 1999. 
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sucesso da implanta^ao de qualquer sistema depende, acima 
de tudo, dos recursos humanos do laboratorio. O grau de com- 
promisso assumido com a proposta de qualidade vai definir a 
eficacia e eficiencia desse processo. A motiva^ao e capacita^ao 
do elemento humano sao fatores fundamentals em todas as 
etapas de implanta^ao. 

A organizaqao do trabalho por procedimentos opera- 
cionais padrao (POP) em que sao descritas as etapas que 
devem ser realizadas em cada atividade, ou ainda como se 
deve operar, manter e calibrar os equipamentos sao requisi¬ 
tes mmirnos de todos os sistemas de qualidade e dependem, 
fundamentalmente, dos funcionarios. Em regra, e necessario 
o envolvimento de empresas especializadas em calibraqao de 
equipamentos e vidrarias, seja para capacitar funcionarios do 
laboratorio ou para prestar, diretamente, esses servi^os dentro 
do programa de qualidade. 

A adot^ao de POP pressupoe que todas as atividades seguem 
um protocolo unico, mas nao implicam a produ^ao de produ- 
tos ou serviqos (p. ex., exames) com qualidade. Para monitorar 
a adequa^ao dos produtos ou servi^os e necessario que eles 
sejam submetidos a controles intra e interinstitucionais de 
qualidade. O primeiro, denominado controle interno, e orga- 
nizado dentro do proprio laboratorio, por diver so s processos 
disponiveis na literatura. Para o controle interinstitucional ou 
externo existem muitos centres de excelencia e referenda, no 
pais ou no exterior, e, de modo geral, e realizado por inter- 
cambio de amostras. Todas as atividades de controle de qua¬ 
lidade, desde a calibra^ao e manuten^ao preventiva e corre- 
tiva de equipamentos ate os controles internos e externos, sao 
documentadas de maneira clara e precisa, a fim de permitir as 
auditorias periodicas. 

A avalia^ao do programa deve ser feita sistematicamente, 
por auditores (avaliadores) internos, e, em caso de labora¬ 
torio credenciado pelo Inmetro, deve ser realizada tambem 
avalia^ao periodica por auditores externos de empresas cer- 
tificadas. 

O escopo do sistema de qualidade, ou seja, a sua abran- 
gencia, pode variar, mas deve garantir que todas as areas que 
afetam a qualidade do produto ou servi^o estejam cobertas 
pelo programa. No laboratorio clinico, o almoxarifado, a lava- 
gem, ester iliza^ao, prepara^ao de reagentes e meios de cultura, 
emissao de laudos e coleta de material sao tao importantes 
quanto as areas tecnicas especializadas e, portanto, deveriam 
sempre entrar no escopo do sistema de qualidade. 

A existencia de um programa de qualidade e, de modo 
ideal, o credenciamento junto ao Inmetro pode proporcionar 
um ganho qualitative que resulte no exito do laboratorio den¬ 
tro de um mercado altamente competitivo. 

► Exames micologicos 

O diagnostico laboratorial de infec^oes fungicas requer a 
coleta de amostras biologicas apropriadas e procedimentos 
laboratoriais adequados segundo a indicaqao clinica. A quali¬ 
dade da amostra disponivel para analise laboratorial e de fun¬ 
damental importancia. Coleta, armazenagem e processamento 
de especimes inadequados podem causar prejuizo economico 
e levar a diagnostico etiologico incorreto, com consequente 
atraso na introdu^ao da terapia adequada. 

Varias Coloradoes e procedimentos sao usados para detec- 
tar elementos fungicos no exame direto de especimes clinicos. 
Todos tern vantagens e desvantagens. Prepara^oes "a fresco” 


(sem emprego de corantes), com solu^ao fisiologica, com KOH, 
com tinta da China ou colora^oes de Gram e Giemsa sao as 
mais usadas no laboratorio clinico. Tambem o calcofluor, que 
requer microscopio fluorescente para a leitura dos preparados, 
pode ser empregado. Em nosso meio, o uso dessa substancia 
e mais restrito. Outras colora^oes usadas de rotina em labo¬ 
ratories nao especializados em micologia sao adequadas para 
a pesquisa de fungos. A impregna^ao pela prata, PAS (acido 
periodico de Schiff) e HE (hematoxilina-eosina), usados em 
cortes histologicos, bem como a colora^ao de Papanicolaou 
em secre^ao vaginal, podem contribuir para o diagnostico 
etiologico. 

Atualmente, e grande a preocupa^ao com os chamados 
fungos oportunistas, que atingem individuos com sistema 
imunologico comprometido ou sob fatores iatrogenicos. 
Sao diversas as doen^as de base que predispoem o paciente 
as micoses oportunistas. Alguns generos despontam, nas 
ultimas decadas, como novos agentes etiologicos (p. ex., 
Fusarium sp., Rhodotorula sp., Trichosporon sp., Acremonium 
sp., Paecilomyces sp., Geotrichum sp., fungos demacios) e 
somam-se aos tradicionais fungos oportunistas ( Candida spp., 
Cryptococcus sp., Aspergillus sp., Rhyzopus sp.), o que resulta 
em grandes desafios para o diagnostico das infec^oes micoti- 
cas emergentes. 

Estabelecer o diagnostico de micoses oportunistas e 
tarefa ardua, que deve ser realizada com muito criterio, a 
partir do trabalho conjunto entre laboratorista, clinico e 
patologista. Muitos aspectos devem ser relevados para que 
se chegue a conclusao diagnostica. No laboratorio, a ocor- 
rencia de resultado positivo em exame direto do material 
biologico, isolamento de fungo compativel com a estrutura 
observada ao exame direto e obten^ao de culturas identi- 
cas, a partir de amostras sequenciais do mesmo paciente 
sao achados que in dicam presenqa de micose oportunista. 
A demonstra^ao do fungo em exame histologico, com inva- 
sao do tecido do hospedeiro, comprova, sem margem de 
duvida, a participa^ao do fungo no processo infeccioso. Mas 
a analise histologica pode, apenas, orientar para um deter- 
minado agente etiologico. Para a determina^ao correta da 
etiologia, sao necessarios o isolamento e a identifica^ao do 
agente a partir da cultura do material biologico. Os meto- 
dos moleculares com aplica^ao no diagnostico sao, atual¬ 
mente, utilizados na detec^ao precoce de muitas infec^oes 
fungicas, devido a crescente prevalencia de micoses inva- 
sivas e do periodo de tempo necessario para o diagnostico 
quando sao utilizados metodos microbiologicos classicos. O 
metodo classico, embora seja a pedra angular no diagnos¬ 
tico das micoses, nem sempre permite a correta identifica- 
£ao do agente, o que resulta em problemas no diagnostico e 
tratamento, em ultima analise. Esses metodos dependem de 
pessoal qualificado e experiente, tempo de crescimento em 
cultura do agente etiologico; nao sao quantitativos e, ainda, 
sao propensos a contaminaqao e erros e, assim, muitas vezes 
resultam em demora do tratamento. 

Na area de doen^as infecciosas, a detec^ao rdpida de 
microrganismos de crescimento lento, ou daqueles nao 
cultivaveis, se torna possfvel por meio das tecnicas de bio- 
logia molecular; alem disso, podem ser empregadas no 
monitoramento de doen^as por meio da quantificaqao da 
infec^ao ou na determina^ao de resistencia microbiana. Em 
micologia, os resultados desses ensaios podem ser uteis no 
diagnostico, prognostico e determina^ao da terapia a ser 
utilizada. 
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- Coleta e transporte de material biologico 

Coleta, transporte e armazenamento de especimes clmicos 
sao etapas importantes que influenciam, decisivamente, o resul- 
tado do exame. Alem disso, a qualidade de preenchimento dos 
dados solicitados na papeleta de requisiqao de exame micolo- 
gico pode contribuir para a melhoria do serviqo. Desse modo, 
dados clmicos podem sugerir determinados agentes etiologi¬ 
co s, orientando para exame direto “a fresco” ou cor ado e meio 
de cultura mais adequado. Informa^oes sobre data, hora da 
coleta e uso de medicaqao nao devem ser omitidas. O exame 
micologico completo deve contemplar sempre o exame direto 
e cultura, que devem vir solicitados na requisi^ao. 

Os especimes biologicos devem ser obtidos sob condi^oes 
de assepsia para diminuir a contamina<~ao por fungos anemo- 
filos e da flora normal. Material de micose superficial ou cuta¬ 
nea deve ser coletado com instrumentos previamente desinfe- 
tados com alcool ou esterilizados. Nesse caso, o paciente deve 
ser orientado para nao usar medicaqao topica na semana pre- 
cedente ao exame, para evitar resultados falso-negativos. Pele, 
unha e lesao ulcerada devem ser higienizadas antes da coleta 
do material. 

Todos os materials devem ser acondicionados em fras- 
cos estereis, e, dependendo do seu potencial de contami- 
na^ao bacteriana, por exemplo, secreqao bronquica e fezes, 
pode-se adicionar 0,2 mg de cloranfenicol para cada mf ou 
g de material. 

Os materiais clinicos devem ser manuseados conforme nor- 
mas de biosseguran^a e, de modo ideal, processados dentro de 
camara de fluxo laminar classe II. Todos os especimes clinicos 
devem ser transportados, o mais rapido possivel, para o labo¬ 
ratory, de modo a evitar a multiplica^ao de eventuais conta- 
minantes, fungos anemofilos e bacterias presentes no material 
biologico e facilitar o isolamento de fungos fastidiosos, como 
os fungos dimorficos. Amostras de urina que contenham leve- 
duras da flora normal podem, em poucas horas, se multiplicar 
ou mesmo filamentar, levando a erros de interpreta^ao dos 
achados ao exame direto. Especimes com fatores microbici- 
das tais como sangue, liquido cefalorraquidiano (LCR), pus, 
liquidos e secre^oes ricas em granulocitos podem diminuir a 
viabilidade do agente etiologico e, se houver escassez de fun¬ 
gos, podem gerar resultados falso-negativos. Fezes apresen- 
tam condi^oes frequentemente foxicas para fungos e podem 
resultar em discrepancias na positividade ao exame direto e 
na cultura. As amostras biologicas ditas contaminadas, por 
exemplo, fezes, urina e pus, devem ser mantidas sob refrige- 
ra^ao ate seu processamento. Material coletado com auxilio de 
swab deve ser umedecido com solu^ao salina esteril para evitar 
a desidrata^ao. Todos os materiais devem ser processados no 
dia da coleta, com exce^ao de pele, pelo e escamas de unha, os 
quais, desde que coletados em frascos secos, desinfetados ou 
esterilizados, podem permanecer a temperatura ambiente por 
alguns dias. 

A indica^ao adequada do tipo de especime clfnico contri- 
bui para seu correto manejo durante o transporte. Secre^oes 
e liquidos coletados em tubos de ensaio tamponados com 
algodao devem estar contidos em sacos plasticos refor^ados 
e transparentes para evitar derramamento, com consequente 
perda e contamina^ao do material. 

Sangue e medula ossea devem ser semeados diretamente, 
da seringa para meio de cultura, na propor^ao de 6 a 10% do 
volume do meio. Meios tradicionais nas formas liquidas ou 
bifasicas sao mais adequados para o isolamento dos agentes 
etiologicos. 


No Quadro 32.2 estao sumarizados os principals especi¬ 
mes clmicos relacionados com o local da infec^ao, a flora mais 
comum desses locals e os principals fungos encontrados como 
agentes infecciosos. 

- Exame microscopico direto de 
especimes clinicos 

O exame micologico basico compoe-se de exame direto, 
com ou sem uso de corantes, e cultura do material biologico. 
O diagnostico pode ser facilitado quando sao observados no 
exame direto elementos fungicos caracterfsticos para certos 
fungos, formas intracelulares de Histoplasma capsulatum em 
pun^ao de medula ou em esfrega^os sanguineos, cistos de 
Pneumocystis carinii, esferulas tipicas de Coccidioid.es immi- 
tis > formas multibrotantes com parede dupla refringente de 
Paracoccidioides brasiliensis etc. Por outro lado, a detect ao de 
certas estruturas fungicas em especimes clinicos, como hifas 
largas nao septadas ou hifas hialinas septadas dicotomicas, 
deve ser cuidadosamente observada para diferenciar contami- 
nantes de fungos patogenos oportunistas. A presen^a dessas 
estruturas fungicas no exame direto esta fortemente associada 
a doen^a. A cultura positiva pode ser de um contaminante ou 
patogeno, e o exame direto pode ser crucial para decidir pelo 
inicio da terapia em infec^oes graves, como mucormicose ou 
aspergilose. 

O resultado do exame direto deve refletir de modo objetivo 
todos os aspectos morfologicos observados. Alguns exemplos: 
blastoconfdios (ou leveduras) em brotamento e/ou filamen- 
tando; formas leveduriformes com parede de duplo contorno; 
hifas septadas ou nao septadas; formas leveduriformes intra¬ 
celulares; leveduras capsuladas; esporos hialinos ou demacios 
(com colora^ao marrom). 

Sempre que possivel, o laboratorista deve indicar o agente 
etiologico ou a micose, como Paracoccidioides brasiliensis ; 
formas sugestivas de Histoplasma capsulatum; leveduras cap¬ 
suladas caracteristicas de Cryptococcus neoformans; pitiriase 
versicolor; feo-hifomicose etc. 

O exame direto apresenta limita^oes de varias ordens. Um 
resultado negativo ao exame direto nao anula a hipotese de 
infecqao fungica. A sensibilidade do metodo varia de acordo 
com o sltio anatomico, o numero de especimes clinicos exami- 
nados, a adequa^ao da colora^ao empregada, a qualidade da 
objetiva e do sistema optico, o numero de organismos, o esta- 
gio da doen^a, o tipo de paciente e a qualidade e a quantidade 
de material biologico coletado. O exame com tinta da China, 
por exemplo, tern sensibilidade de 70 a 95% na pesquisa de 
Cryptococcus neoformans, dependendo desses fatores. O exame 
direto tern sensibilidade insignificante para o diagnostico de 
esporotricose e, portanto, nao e recomendado. A pesquisa 
direta de Histoplasma capsulatum em amostras clinicas requer 
alta capacitaqao do laboratorista para alcan^ar sensibilidade 
aceitavel. No entanto, a colora^ao de Giemsa facilita muito a 
visualiza^ao do agente e deve ser rotina obrigatoria na suspeita 
de histoplasmose. O diagnostico de paracoccidioidomicose, a 
partir de secre^ao pulmonar, tem melhor resolu^ao quando o 
exame direto e realizado sem colora^ao, ou “a fresco”. 

Por outro lado, exames falso-positivos podem ocorrer. 
Linfocitos lisados, ou pequenas bolhas de ar, em prepara- 
<^ao de tinta da China de LCR podem ser confundidos com 
C. neoformans > fibras de colageno simulam filamentos de 
actinomicetos, gotas de gordura apresentam refringencia e 
tamanho semelhante ao das celulas de leveduras, estruturas 
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Quadro 32.2 ■ Si'tios topograficos de infec^ao, espedmes din icos, flora e prindpais agentes etiolologicos. 


Sftio da infeqao 

Espedmes dinicos 

Flora 

Fungos isolados em cultura 

Regiao cutanea 

Escama de pele; crosta deferida; secregao 
de pustula ou fistula; tecidos obtidos por 
biopsia 

Algumas especies de ieveduras e 
hlamentosos 

Frequentes: Candida ; Trichophyton, Microsporum 

Raros: Cryptococcus, Malassezia furfur, Exophiala, 
Paracoccidioides;Histoplasma; agentes de 
cromoblastomicose e micetoma; Coccidioides, Blastomyces 

Unha 

Escamasde unha 

Algumas especies de ieveduras e 
filamentosos 

Frequentes: Candida, Trichophyton 

Ra ros: Aspergillus ; Scopulariopsis, Paecilomyces, feo- 
hifomicetos, Fusarium 

Couro cabeiudo e regioes 
pilosas 

Fragmentos de pelos e cabelos 

Algumas especies de Ieveduras e 
filamentosos 

Frequentes: Trichophyton, Microsporum 

Raro: Piedraia hortae, Trichosporon beigelii 

Regiao orbital 

Humor aquoso, secregao ocular, tecido, 
escamas de epitelio 

Nenhuma 

Candida; Aspergillus; Paracoccidioides, Fusarium; 

Acremonium; feo-hifomicetos 

Ouvido 

Pus, secre^ao, escamas epidermicas 

Algumas especies de Ieveduras e 
filamentosos 

Aspergillus, Candida, Mucor, Peniciliium, Scopulariopsis, 
Rhizopus 

Regiao subcutanea 

Pus, crostas, tecido, secre^ao ganglionar 

Nenhuma 

Frequentes: Sporothrix, Paracoccidioides, agentes de 
cromoblastomicose, micetomas, Lacazia loboi, Candida, 
Blastomyces 

Mucosa nasal 

Raspado, fluxo nasal, tecido 

Algumas especies de ieveduras e 
filamentosos 

Frequentes: zigomicetos, feo-hifomicetos, Aspergillus 

Raros: Paracoccidioides, Rhinosporidium seeberi 

Genitalia feminina, 
masculinae mucosa anal 

Secre^ao, escamas epidermicas, tecido 

Ieveduras 

Frequentes: Candida albicans, C. glabrata, C. tropicaiis. 
Geotrichum, Histoplasma, Paracoccidioides 

Orofaringe 

Raspado, tecido 

Leveduras 

Frequentes: C. albicans, C. tropicaiis, Paracoccidioides 

Raros: Histoplasma, Cryptococcus, feo-hifomicetos, 

Geotrichum, Saccharomyces 

Trato gastrintestinal 

Fezes, lavado gastrico 

Leveduras 

Frequente: Candida 

Raros: Histoplasma, Cryptococcus, Paracoccidioides 

Trato respiratorio 

Escarro, escovado e lavado bronquico e 
broncoalveolar, aspirado transtraqueal, 
tecido, h'quido pleural 

Raras leveduras e filamentosos 
no trato respiratorio superior 

Candida sp. (em geral contaminante), Asperg///us, Rhizopus, 
Paracoccidioides, Histoplasma, Cryptococcus 

Raros: Sporothrix, Coccidioides, Blastomyces 

Sistema nervoso central 

LCR e tecido 

Nenhuma 

Frequente: Cryptococcus 

Raros: Candida, Histoplasma, Sporothrix, feo-hifomicetos, 
zigomicetos, Paracoccidioides 

Sistema hematopoetico 

Sangueemedula ossea 

Nenhuma 

Histoplasma, Cryptococcus, Candida e outros 

Sistemica 

Liquidos: sinovial, peritoneal e pericardico; 
secregao ganglionar 

Nenhuma 

Histoplasma, Cryptococcus, Paracoccidioides, Candida, 
Blastomyces, feo-hifomicetos, hialo-hifomicetos 


em forma de mosaico assemelham-se a filamentos artros- 
porados de dermatofitos, sujidades simulam fragmentos de 
hifas de fungos demacios etc. Esses achados equivocados 
podem ser minimizados pela observa^ao de mais de um 
preparado por amostra. De maneira geral, exames dire- 
tos sao menos sensiveis do que culturas, porem, materials 
biologicos de pacientes sob tratamento podem apresentar 
formas inviaveis do agente etiologico na pesquisa direta 
que nao tern capacidade de crescer em meios de cultura, 
resultando em culturas negativas. Nesses casos, ou quando 
houver fatores que inibam o crescimento in vitro , tais como 
alta concentra^ao de antifungi cos no material biologico, o 
exame direto tera maior sensibilidade que a cultura. A cul¬ 
tura nao tern valor para Lacazia loboi > cuja forma parasita- 
ria, in vitro, ainda nao foi obtida nos meios tradicionais de 
cultura. 

O diagnostico presuntivo de criptococose, paracoccidioi- 
domicose, candidiase, dermatofitose, pitiriase versicolor, pie- 
dras, cromoblastomicose, feo-hifomicose e micetoma e, em 
regra, realizado por meio do exame direto, desde que dentro 
de normas de quaiidade. A esporotricose e, talvez, a unica 
micose em que o exame direto nao e recomendado, conforme 
visto, devido a baixa sensibilidade do metodo. 


Alem de sua alta sensibilidade, o exame direto e impor- 
tante para orientar na utiliza^ao de meio de cultura e tern- 
peratura mais adequadas, ao isolamento do agente etiolo¬ 
gico presumido e na pesquisa direta do material biologico. 
Assim, uma secre^ao respiratoria que contenha formas 
sugestivas de Cryptococcus neoformans indica o uso de 
meios presuntivos com compostos fenolicos para o isola¬ 
mento do agente. Por outro lado, a visualiza^ao de P. bra - 
siliensis ou H. capsulatum orientam para o uso de meios 
nutritivos como BHI (infusao de cerebro-cora^ao), pois sao 
fungos fastidiosos. O exame direto nesse aspecto contribui 
para solucionar um problema muito frequente na rotina 
do lab oratorio de micologia: as solicita^oes de pesquisa de 
fungos sem especificar o agente ou o grupo de agentes etio¬ 
logicos possfveis. 

No Quadro 32.3 estao esquernatizadas e descritas 
estruturas fungicas encontradas ao exame direto e seus 
respectivos agentes etiologicos, para suporte ao diagnos¬ 
tico das micoses. Ainda neste capitulo, serao fornecidas 
describes mais pormenorizadas de cada infec^ao mico- 
tica, com detalhamento das estruturas formadas in vitro 
dos agentes etiologicos que complementam o diagnostico 
micologico. 





Capftulo 32 | Infec0es Fungicas 


371 


Quadra 32.3 • Aspectos morfoiogicos de fungos de interesse medico em exame direto do espedme drnico e respectivas doen^as. 


Estrutura Descrifao Agenteetiologico Micose 


Leveduras e hifas 



Hifas hiaiinas septadas 


Cel u! as arredondadas de parede espessa (3 a 8 pm) dispostas Malassezia furfur 

em caches; hifasairtas (2,5 a 4 pm), irregulares, pouco 

ramificadas 


Hifas hiaiinas septadas (3 a 15 pm), cadeias de artroconidios Dermatofitos (pele e unhas) 



Cadeia de com'dios na periferia de pelos (parasitismotipo 
ectotrico), hifas em fragmenta^ao; artroconidios (endotrico); 
hifas longas ou tuneis, boihas (favico) 


Dermatofitos 


Pitiriase versicolor 


Dermatofitose de pele 
glabra ou itnhas 


Dermatofitose de pelos 




Noduios de corescura (ascostroma) 



Noduios de cor escura com areas daras contendo ascos com 
ascosporos 


Piedraia hortai 


Noduios decor dara 



Leveduras, hifas, artroconidios 


Noduios de cor dara, com hifas hiaiinas, fragmentando-se 
em artroconidios 


Hifas e artroconidios redondos ou retangu lares (2 a 8 pm) 


Trichosporon beigelii 


Trichosporon sp. 


Piedra preta 


Piedra branca 


Tricosporonose 



Leveduras, pseudo-hifas e/ou hifas 
verdadeiras 



Celuias ovaladas, arrendondadas (3 a 4 pm) com brotamento Candida albicans e outras 

unico; pseudo-hifas, blastoconidios unidos (5 a 10 pm) 
formando constrigao no local de uniao; hifas verdadeiras 
continuas 


Candidiase 


continua 
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Quadra 32.3 ■ Aspectos morfologicos de fungus de interesse medico em exame direto do espedme clinico e respectivas duennas {amtiauafSo). 


Estrutura 


Describe 


Agente etiologies Micose 


Leveduras 


Celulas esfericas, tama nho variave! (2 a 15 |im), broto unico Cryptococcus neoformans Criptococose 

oi multiple; capsula de diferentes tamanhos 



Leveduriforme 



Leveduriforme 





Leveduriforme 



Leveduriforme 



Celulas ovais a redondas, com multibrotamento, tamanho Paracoccidioides brasiliensis 
variave! (5 a 60 pm); pa rede espessa refringente, indusdes 
citoplasmatfcas; as vezes blastoconfdios isolados ou em 
pequenas cadeias 


Celulas ovaladas ou arredondadas, de mesmo tamanho (7 a Lacazia loboi 
12 pm), parede espessa, em cadeias com pontes apa rentes 


Celulas ovaladas a arredondadas (8 a 15 pm), parede Blastomyces dermatitidis 

refringente, blastocom'dio unico ligado a celula-mae por 

baselarga 


Formas leveduriformes intraceiulares, (macrofagos, histio- Histoplasma capsulatum 
citos, monocitos), em geral gemulagao unica; ovais ou 
arredondadas (2 a 5 pm], circundadas por halo daro 


Celulas raras em forma de naveta, "charuto"ou ovais (2 a Sporothrixschenckii 
6 pm], brotamento simples ou multiplo 


Esporangios (6 a 300 p m) de paredes espessas contendo Rhinosporidium seeberi 
milhares de endosporos (6 a 9 pm) ou esporangiosporos 


Paracoccidioidomicose 


Blastomicose 

queioidiana 


Blastomicose 


Histoplasmose 


Esporotricose 


Rinosporidiose 


continua 
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Quadra 32.3 • Aspectos morfoiogicos de fungos de interesse medico em exame direto do espedme drnico e respectivas doen^as (continuatfo). 


Estrutura 


Describe 


Agente etiologico Micose 


Esferuias 



Adiaconidios 



Hifas septadas demacias 



Esferuias (10 a 80 pm) de paredes espessas, vazias ou rep leta Coccidioides immitis Coccidioidomicose 

de endosporos (2 a 4 pm) 



Esferuias (150 a 300 pm) de paredes espessas (20 a 70 pm); Emmonsia parva Ad iaspi rom icose 

adiaconidios vazios raramente, contendo indusoes (1 a 3 pm) 


Celulas demacias (4 a 12 pm) de corcastanha, agrupadas 
como pilhas de moedas, reproduce por fissao 


Hifas demacias polimorfas (2 a 6 pm); eventuaimente 
damidoconidios internal ares, artroconidios e blastoconidios 
em cadeias 


Phialophora verrucosa, Fonsecaea Cromoblastomicose 

pedrosoi, F. compacta, Rhinocladiella 
aquaspersa, Cladophialophora 
carrioni 

Phialophora sp., Exophiala sp., Feo-hifom icose 

Bipolaris sp., Curvularia sp., 

Exserohilum sp., Wangiella 
dermstitidis, Cladophialophora 
bandana, Hortaea werneckii 



Hifas e artroconidios 



O 


Hifas hialinas septadas (4 a 12 pm), artroconidios Geotrichum sp. 

retangulares, raramente esfericos e polimorfos 


Geotricose 


0 

Hifas septadas hialinas 



Graos 



Graos 



O 


Hifas hialinas (3 a 12 pm) ramificadas em'T(dicotomizadas) Hiaio-hifomicetos: Aspergillus sp., Hialo-hifomicose: 

Fusarium sp. aspergilose, fusariose 


Hifas septadas entreia^adas formando grao (65 a 1.000 pm). Pseudallescheriaboydii, Madurella Eumicetoma 
As hifas podem ser hialinas ou demacias mycetomatis etc. 


Filamentos finos (1 pm de diametro) ramificados, irregulares, Actinomicetos Actinomicetoma 

fragmentando-se em formas cocoides e bacilares, Nocardia brasiliensis, 

entrelagados, de cor e forma variados (25 a 500 pm) Actinomyces israellii, 

Actinomyces bovis, 

Actinomyces naeslundii 


O ideal seria que o exame direto fosse dirigido para o 
grupo de agentes etiologicos sugeridos pela suspeita clinica. 
No entanto, a grande maioria das infec^oes fungicas nao 
apresenta sintomas patognomonicos e, deste modo, nem 
sempre e possivel haver indica^ao da hipotese diagnostica da 
suspeita clinica. A solicita^ao ampla e inespecifica dificulta 
a pesquisa dirigida e pode, algumas vezes, comprometer a 
qualidade do exame micologico e representar prejuizo eco- 
nomico, com gasto desnecessario de reagentes, alem de atraso 
no resultado. 


Com o intuito de aumentar a sensibilidade do exame direto, os 
materiais biologicos para pesquisa de fungos devem ser submeti- 
dos a um ou mais dos seguintes processos: mucolise, centrifuga^ao 
e clarifica^ao. Deve-se notar, no entanto, que a clarifica^ao com 
hidroxido de potassio (KOH) resulta na destrui^ao progressiva 
das hifas e esporos, inviabilizando assim o isolamento do agente 
em meios de cultura. Portanto, vale lembrar que por^oes distintas 
do material biologico devem ser destinadas ao exame direto e a 
cultura. No Quadro 32.4 sao indicados os procedimentos reco- 
mendados para exame direto de diferentes espedmes dinicos. 
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Quadro 32.4 • Processamento de espedmes di'nicos para pesquisa de fungos. 


Incuba^ao 4 


Material 

Prepare 

Exame direto 

Meio de cuitura 

TC°Q 

t (semanas) 

Pele, unha, pelo, cabelo 

Aquecimento ieve com 1 gota de 
solugao aquosa de KOH a 30% 1 

- 

ASD 2 e agar seletivo para 
fungos patogenicos 3 

30 

2 

LCR 5 B 

Centrifugate a 2.000 rpm/15' 

1 gota sedimento + gota detinta 
da China 

ASD e agar niger 

30 

2 

Secregao vaginal, uretra!, 
mucosa oral 

Extensao em lamina ou elui^ao em 
soiugao fisioEogica, centrifugagao a 
2.000 rpm/15' 

Coloragao Gram ou"a fresco" 

ASD 

30 

2 

Secregao do trato respiratorio 

Centrifugagao apos tratamento com 
substancias mucoiiticas 

Gotas sedimento para: 

■ "Exame a fresco", tinta da 

China 

■ Coloragao Gram 

■ Coloragao Giemsa 

ASD 

Agar BHI 

30 

4 

Outras secretes, pus 

Esfregago com lamina 

» "Exame a fresco" 

■ Coloragao Gram 
» Coloragao Giemsa 

ASD 

Agar BHI 

30 

4 

Tecidos 

Imprint 
■ Maceragao 5 

■ Coloragao Giemsa 

■ "Exame a fresco" 

ASD 

Agar BHI 

30 1 

4 

Llrina 

Centrifugagao a 2.000 rpm/15' ou 

Gotas de sedimento: coloragao 

ASD 

30 

2 


0,1 mlde urina para cuitura 

de Gram 

Placa com agar Sabouraud 
para contagem de ufc/m^ 

30 

1 

Fezes 

Suspensao em soiugao de antibio- 
tico, centrifugagao 2000 rpm/15' 

Gotas do sedimento: 

■ "Exame a fresco" 

■ Coloragao de Gram 

ASD 

30 

2 

Aspiradode medulaossea 

Extensao em lamina 

Coloragao de Giemsa 

Agar BHI 

30 

6 

Sangue 

3 m^ sem anticoagulante 

- 

Coletado em meio bifasico 
(BHI) (agitagao diaria) 

30 

6 


l K0H + dlmetiE sulfoxide pode ser usado/sem aquerimento. 2 Agar Sabouraud-dextrose com doranfenkol (ASD). 3 Em case de suspeita clfnica de pitlrfase versicolor, o meio de culiura deve sercoberto com camada de 63eo de diva 
esterilizado antes da semeadura do material bioldgico e incubado a 37°C. = temperatura; t = perfodo de incybagao. 5 Uquido cefalorraquidiano. 6 Em caso de impossibilidade de maceragao, deve-se semear o tecido tambem em 
caldos BHI e Sabouraud 


- Exame histopatologico 

O diagnostico de uma doen^a fungica pode ser realizado 
a partir de urn resultado histopatologico, mas a confirma^ao 
do agente etiologico so e possivel apos isolamento e identifi- 
ca^ao do fungo. Pneumocystis proved carinii pode ser tambem 
pesquisado por exame histologico, Porem, o exame histolo¬ 
gico representa uma das possibilidades de diagnostico para 
rinosporidiose ( Rhinosporidium seeberi, reclassificado como 
protista, nao e, portanto, fungo) e blastomicose queloidiana 
{Lacazia loboi), pois o cultivo in vitro desses agentes etiologi- 
cos ainda nao foi definido. 

Exames histologicos sao relevantes para confirmar a invasao 
de tecidos por fungos, habitualmente, anemofilos e saprofitas, 
tais como Aspergillus , Penicillium, Paecilomyces e Rhizopus. 
Esfrega^os de material biologico positivos para fragmentos de 
hifas tambem indicam o envolvimento desses agentes oportu- 
nistas em processo infeccioso. 

Os procedimentos histologicos sao rapidos e relativamente 
baratos, e podem resultar em diagnostico presuntivo, ja que os 
fungos apresentam morfologia e propriedades tintoriais carac- 
teristicas. A Colorado de hematoxilina-eosina (HE), usada 


rotineiramente em laboratories de patologia, nao e adequada 
para detectar elementos fungicos. Muitos fungos coram-se 
pobremente e alguns nao o fazem com HE. No entanto, a res- 
posta tecidual pode ser mais bem observada e avaliada. Nessa 
colora^ao, a cor tfpica amarronzada dos elementos fungicos 
demacios se mantem, o que facilita sua observag&o. Hifas 
hialinas podem assumir tonalidade azulada, facilitando sua 
detec^ao. Certos tipos de rea^oes teciduais podem sugerir a 
presen^a do fungo, como necrose tissular em criptococose, 
granuloma em eumicetoma e corpos asteroides em esporotri- 
cose, mas, de modo geral, nao ha rea^ao inflamatoria caracte- 
ristica para um agente em particular. 

Coloradoes especiais para fungos, como a tecnica de 
impregna^ao pelaprata (Gomori), Gridley e PAS (acido perio- 
dico de Schiff), sao mais indicadas que a HE para detec^ao e 
analise de sua morfologia tecidual. A maioria dos patologistas 
prefere a coloragao de Gomori, pois permite bom contraste 
entre tecidos e elementos fungicos. As celulas fungicas, viaveis 
ou nao, adquirem coloragao marrom-escura, e como contra- 
corante e geralmente utilizado o verde ou amarelo brilhante. 
Alguns laboratories utilizam a combina^ao dos metodos 
Gomori e HE. 
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Na rea^ao com PAS, as celulas fungicas sao coradas em ver- 
melho e a visualiza^ao e relativamente facil. As colora^oes de 
mucicarmim de Mayer e azul alcian sao utilizadas na suspeita 
de criptococose. A capsula mucopolissacaridica cora-se, res- 
pectivamente, de vermelho ou azul. Rhinosporidium seeberi e 
algumas celulas de Blastomyces dermatitidis sao tambem cora¬ 
das pelo metodo de mucicarcim, mas estes apresentam carac- 
teristicas morfologicas totalmente distintas de C. neoformans. 

- Cultivo de especimes clinicos 

Os materials biologicos devem ser submetidos a determi- 
nados processos antes do seu cultivo em meios de cultura, de 
modo a permitir maior sensibilidade no exame. Os processos 
de centrifuga^ao aumentam consideravelmente a positividade 
da cultura, bem como o tratamento mucolitico ou a macera- 
£ao de tecido, que permitem a libera^ao dos agentes etiologi- 
cos para que tenham maior contato com a superficie do meio. 
No Quadro 32.4 sao descritos os procedimentos recomenda- 
dos e os respectivos meios de cultura, conforme o material 
biologico. A temperatura e o periodo de incuba^ao permitem 
o crescimento dos fungos mais relacionados com os especimes 
clinicos. 

O acondicionamento dos meios de cultura pode ser feito 
em tubos ou placas de Petri. Os meios contidos em tubos apre¬ 
sentam taxa de desidrata^ao mais lenta e tern menor proba- 
bilidade de contamina^ao por fungos anemofilos durante a 
estocagem, incuba^ao e/ou manipula^ao. O trabalho de seme- 
adura e sempre realizado em conduces assepticas, com luvas 
e mascaras e, preferentemente, dentro de cabina de fluxo lami¬ 
nar de classe II. Os especimes clinicos processados devem ser 
autoclavados previamente antes de serem desprezados. 

As culturas para fungos-leveduras ou filamentosos sao 
incubadas, em geral, a temperatura de 30°C; 25°C e aceitavel, 
embora alguns organismos possam se multiplicar mais len- 
tamente a esta temperatura. Algumas especies de leveduras 
crescem melhor a 30° C que a 37°C, de modo que essa tempe¬ 
ratura favorece seu isolamento primario a partir do material 
biologico. Por outro lado, culturas para Actinomyces devem ser 
realizadas a 37°C e em condi^oes de anaerobiose ou microa- 
erofilia. A incuba^ao a 37°C permite o crescimento adequado 
de fungos, porem agentes oportunistas, em geral contaminan- 
tes ambientais, podem apresentar dificuldade para se desen- 
volver e esporular sob esta temperatura. Os fungos dimorficos 


podem ser isolados a temperatura de 30°C (fase miceliar) e 
seu subcultivo, quando colocado a 37°C, permite a conversao 
a fase leveduriforme. A temperatura de 37°C para isolamento 
primario de fungos a partir de materials considerados conta- 
minados, tais como secre^ao respiratoria, urina, fezes, secre- 
$ao vaginal etc., estimula a multiplica^ao bacteriana e diminui 
a sensibilidade da cultura. 

Taxas de crescimento dependem da especie do agente etio¬ 
logico, do process amento previo do especime clinico, tipo e 
qualidade do meio de cultura empregado, da temperatura 
de incub a^ao e presen^a de inibidores no especime clinico. 
O cultivo primario de leveduras pode ocorrer em 24 h, mas 
alguns fungos dimorficos demoram ate 30 dias para mostrar 
crescimento visivel na superficie do meio de cultura. Para 
diminuir o risco de resultados falso-negativos, os tubos de 
cultivo devem ser incubados pelos prazos recomendados no 
Quadro 32.4 antes de serem descartados como negativos. 
Quando houver suspeita de paracoccidioidomicose ou his- 
toplasmose, a cultura deve ficar incubada, no minimo, por 
8 semanas. No Quadro 32.5 estao classificados os principals 
fungos de interesse medico, segundo o periodo medio de 
crescimento. 

O exito no isolamento primario de fungos de importancia 
medica depende de multiplos fatores. O primeiro esta rela- 
cionado com o proprio especime clinico; este deve ter sido 
coletado recentemente, e deve ser compativel com a suspeita 
clinica. Muitas vezes, o tipo de material coletado compromete 
a qualidade do exame. Por exemplo, liquidos estereis conti¬ 
dos em vesiculas nao sao tao adequados para o diagnostico de 
dermatofitose, crostas de lesoes nao se prestam a pesquisa de 
esporotricose, escamas do couro cabeludo nao devem ser pro- 
cessadas para diagnostico de tinha do couro cabeludo etc. 

A qualidade do especime a ser cultivado tambem i impor- 
tante. Em geral, no hospedeiro imunocompetente, ha poucas 
celulas fungicas no local de infec^ao, sendo assim necessario o 
cultivo de um volume adequado do material para assegurar o 
isolamento do agente etiologico. Material de pele proveniente 
de micose cutanea deve ser coletado das bordas das lesoes, 
onde estao estruturas com maior viabilidade; fragmentos de 
pelos e cabelos tonsurados apresentam maior parasitismo, o 
que aumenta as chances de isolamento do agente etiologico; 
escamas obtidas por raspagem da parte interna da unha per¬ 
mitem melhor diagnostico de onicomicose do que fragmentos 
cortados com tesoura. 


Quadro 32.5 ■ Periodo medio de crescimento dos principals fungos de interesse medico. 


Periodo de cresrimento 

Bo lores 

Leveduras 

Bacterias 

Ate 6 dias ou menos; 
crescimento rapido 

Absidia, A cremonium, Alternaria, Aspergillus, 
(hrysosporium, Cladosporium, Curvularia, Drechslera, 
Fusarium, Mucor, Nigrospora, Paeciiomyces, 

Penkillium, Rhizopus, Scopulariopsis, Sepedonium, 
Syncephalastrum, Trichoderma, 
fase M de Sporothrixschenchii 

Candida, Cryptococcus, Geotrichum, 
Rhodotorula, Saccharomyces, 

Trichosporon, fase L de Sporothrix 
shenckii, Blastomyces (subcortivos) 

Actinomyces (anaerobios), liocardia, 
Streptomyces 

6 a 10 dias: crescimento inter¬ 
mediary 

Epidermophytum floccosum, M. canis, M. gypseum, M. 
nanum, M. distortum, Trichophyton mentagrophytes 
Outros: Pseudallescheria boydii, (ocddioides immitis 

Fase L de Histoplasma capsulatum 


11 a 21 dias: crescimento lento 

Trichophyton rubrum, T. schoenleinii, T. tonsurans, T. 
verrucosum, T. voiiaceum, 

Cladosporium carrionii, Exophiala, Fonsecoea, 

Phialophora verrucosa, Paracoccidioides brasiliensis, 
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis 

Fase L de Paracoccidioides brasiliensis 
(isolamento primario) 
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A escolha do meio de cultura depende, em parte, da sus- 
peita clinica e do resultado do exame direto. O agar Sabouraud 
(glicose, 40 g, peptona, 10 g, agar, 20 g, agua destilada q.s.p., 
1.000 mf; pH final, 5,5 a 5,6) adicionado de cloranfenicol 
(ASD) e o meio classico em micologia, pois permite o cres¬ 
cimento adequado da grande maioria dos fungos de interesse 
medico. Porem, para fungos fastidiosos como os dimorficos, 
deve~se usar agar infusao cerebro-cora^ao (37 g, glicose, 20 g, 
agar, 20 g e agua destilada q.s.p., 1.000 mf; pH final, 7,4) com 
cloranfenicol, acrescido ou nao de sangue. Na pesquisa de fun¬ 
gos fastidiosos recomenda-se usar mais de um tipo de meio de 
cultura, para aumentar a sensibilidade do exame. Para inibir 
bacterias e recuperar fungos dimorficos pode-se usar tambem 
agar extrato de levedura-fosfato com adi^ao de NH 4 OH. 

Como a identifica^ao da maioria dos fungos filamentosos 
se baseia em sua morfologia relacionada com a esporula^ao, 
o uso de meios de cultura que favorecem a forma^ao de espo- 
ros e recomendado para o exame. Por exemplo, o agar batata- 
dextrose (batatas descascadas, 200 g, tampao fosfato, 2 mi, 
agar, 20 g, agua destilada q.s.p., 1.000 mi; pH final, 5,6 a 5,8) 
com cloranfenicol pode ser usado para isolar dermatofitos. 
Podem-se usar meios presuntivos que contenham compostos 
fenolicos, como L-dopa, acido cafeico e agar niger, para isolar 
Cryptococcus sp. Meios com acidos graxos, como, por exemplo, 
ASD com 10% de azeite de oliva, sao necessarios para isolar 
Malassezia furfur, levedura lipofilica estrita. Na suspeita cli¬ 
nica de dermatofitose, um meio presuntivo denominado DTM 
(dermatophyte test medium ) pode ser usado, com a vantagem 
de impedir o crescimento de anemofilos e indicar altera^ao 
de pH na presen^a de dermatofitos. O meio de Lowenstein- 
Jensen e usado para Nocardia. O meio ASD com cloranfenicol 
e cicloeximida tambem e indicado para isolar dermatofitos. 

O cloranfenicol (100 mg ou 200 mg/f, conforme o mate¬ 
rial) 6 o antibiotico antibacteriano de escolha no laboratorio 
de micologia por ter amplo espectro e ser autoclavavel sem 
perda de atividade, sendo pratica sua adi$ao aos meios de cul¬ 
tura. A cicloeximida (50 mg/f) e uma substancia que inibe a 
maioria dos fungos anemofilos - Aspergillus, Fusarium etc. -, 
adicionada a meios destinados ao isolamento primario de fun¬ 
gos patogenicos. Porem, com o advento dos fungos oportu- 
nistas, o emprego indiscriminado de meios com essa substan¬ 
cia pode impedir o isolamento dos agentes emergentes, com 
prejuizo para o diagnostico da infec^ao. Alem disso, impede 
o crescimento de C. neoformans , Pseudallesckeria boydii, algu- 
mas especies de Candida e de fungos dimorficos na fase leve- 
duriforme cultivados a 37°C, entre outros (Quadro 32.6). 

Todos os cultivos devem ser examinados diariamente, ou, 
no minimo, 3 vezes/semana, durante o periodo de incuba^ao. 
Micologistas experientes podem identificar generos de fungos 
ja no seu isolamento primario, especialmente se, no caso de 
fungo filamentoso, houver esporula^ao adequada. Para tanto, 
e realizado o exame macroscopico e microscopico da cultura. 
Porem, a identificaqao completa e feita somente a partir de 
novos cultivos em outros meios de cultura e, para leveduras, 
ha necessidade de testes fisiologicos em adi^ao as caracteristi- 
cas morfologicas. 

- Recomendagdes praticas para a melhoria dos 
exames micologicos 

Os meios de cultura devem ser mantidos cobertos, em 
posi^ao vertical, para evitar que a agua de condensa^ao ume- 
deqa os tampoes. Tampao de algodao hidrofobo e preferivel 


Quadro 32.6 • Agentes patogenicos inibidos por cicloeximida 
e cloranfenicol. 


Inibidos por cicloeximida 


Inibidos por 
cloranfenicol 

Cryptococcus neoformans 

Streptomyces sp. 

Nocardia asteroides 2 

Cryptococcus sp. 

Aspergillus fumigatus 1 

N. brasiliensis 

Candida parapsilosis 

Penkillium sp. 

Outras bacterias; fase L 
de fungos dimorficos 1 

C. krusei 

Geotrichum sp. 


C. tropicalis 

Scopulariopsis sp. 


C. rugosa 

Saccharomyces sp. 


C. giabrata 

Absidia sp. 


Fase L de fungos dimorficos 1 

Mucor sp. 


Actinomyces sp. 

Rhizopus sp. 


Nocardia sp. 

Pseudallescheria 



] A fase leveduriforme e Inrblda somente a 37°C, e nao a WL 2 Pardalmente inibidos. 


ao hidrofilo. Meios estocados a temperatura ambiente, em 
armario fechado, tern menor taxa de desidrata^ao do que sob 
refrigera^ao. A ausencia de refrigera^ao permite tambem o 
desenvolvimento de fungos contaminantes nos meios de cul¬ 
tura que, eventualmente, apresentem problemas na esteriliza- 
^ao ou tamponamento. Recomenda-se que os meios de cultura 
permane^am sob observa^ao durante 15 dias, antes de serem 
utilizados para semeadura de materials biologicos, dentro de 
um programa de controle de esterilidade. 

Todos os lotes de meios destinados a cultura de fungos, 
provas fisiologicas e bioquimicas, devem ser testados previa- 
mente, com cepas padrao, antes de serem utilizados. 

Reagentes e corantes, frequentemente, sao contaminados 
com leveduras e fungos filamentosos do meio ambiente. Os 
fungos, em geral, nao necessitam de nutrientes especiais e se 
multiplicam em solu^oes usadas de rotina no laboratorio. A 
tinta da China pode ser contaminada inadvertidamente, com 
Cryptococcus neoformans, a partir de material biologico infec- 
tado. Isso pode ocorrer se, na preparaqao do exame direto, a 
tinta for colocada sobre o material biologico, contaminando a 
ponta do frasco gotejador do corante. 

O controle diario da temperatura de estufas de incuba^ao, 
em particular os de uso em especimes de sangue e medula 
ossea, permite maior eficacia no isolamento de H. capsulatum 
e P. brasiliensis. 

► Identificagao de culturas de fungos 

A cultura primaria de um agente etiologico a partir de seu 
isolamento do material biologico deve ser prontamente repas- 
sada para um novo meio de cultura, por meio de repique com 
al^a de niquel-cromo. Desse modo, e aumentada a viabilidade 
da cultura, mantendo-a na fase logaritmica de crescimento e 
com novos nutrientes, alem de minimizar a contaminaqao das 
colonias por fungos anemofilos eventualmente presentes no 
material. Ocorre, com maior frequencia para materials biolo¬ 
gicos considerados contaminados, o isolamento de colonias 
com distintas morfologias, o que denota o crescimento de mais 
de um tipo de fungo. Pode ser dificil, em particular para labo- 
ratoristas menos experientes, decidir, nesse momento, qual e o 
possivel agente etiologico e qual colonia pode ser desprezada. 
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Recomenda-se proceder, entao, ao isolamento e identifica^ao 
de todas as colonias morfologicamente distintas ate a defini¬ 
te do provavel agente etiologico. 

A cultura primaria pode conter, simultaneamente, leve- 
duras e fungos filamentosos. A aparencia de levedura e cre- 
mosa, pastosa, em geral, de cor clara. Os filamentosos, em 
geral, sao cotonosos e com colora^ao mais variada. Existem 
exce^oes, como no caso de Aureobasidium , Exophiala e 
Sporothrix schenckii que, no primeiro isolamento, tem tex- 
tura semelhante a de leveduras e em subcultivos crescem 
como filamentosos. 

O plaqueamento da cultura primaria e primordial sem- 
pre que se tratar de levedura. O procedimento pode ser feito 
em estrias e por esgotamento da al^a, em meio e temperatura 
identicos aos usados para seu cultivo primario. Para purificar 
uma cultura mista de levedura, pode-se preparar tambem uma 
suspensao das celulas em salina ou agua destilada e semea-la 
na superficie de meio distribufdo em placas de Petri. Se uma 
das leveduras suspeitas for Cryptococcus neoformans, deve-se 
fazer o plaqueamento em meio presuntivo para esta levedura, 
como por exemplo, agar niger (extrato de sementes de niger, 
200 ml, glicose, 1 g, solu^ao de difenil, 10 ml, preparada com 
0,1 g/10 ml de alcool etilico a 95%, agar, 20 g, agua destilada 
q.s.p. 1.000 ml-, pH final, 5,5); as colonias se distinguem pela 
forma^ao de melanina e consequente Colorado marrom. 

Culturas mistas de fungos filamentosos, ou culturas que 
contenham bolores e leveduras, ou mesmo bacterias, podem 
ser descontaminadas tambem com o auxilio de plaqueamento 
em placa de Petri. As vezes, o processo deve ser repetido varias 
vezes ate o completo isolamento do agente. 

Com a cultura pura do agente, tem inicio a sua identifica- 
<jao. Os fungos sao identificados com base em criterios de taxa 
de crescimento, morfologia da colonia, morfologia microsco- 
pica, e, no caso de leveduras, por meio de provas fisiologicas. 

- Fungos filamentosos 

Aspectos de observa^do macroscopica da colonia 

As colonias dos fungos filamentosos nem sempre apre- 
sentam morfologia caracteristica de determinado g£nero ou 
especie, mas os aspectos macroscopicos podem ser impor- 
tantes para complementar sua identifica^ao. Assim, textura, 
topografia da colonia, cor e outras caracteristicas devem ser 
observadas. 

Textura 

A textura da colonia e resultante do conjunto de hifas 
(micelio) aereas e pode ter os seguintes aspectos: 

■ Cotonosa ou algodonosa, com micelio aereo volumoso e 
proeminente 

■ Velutmea, com micelio aereo aderente a superficie do meio 
e de aspecto aveludado 

■ Granular ou pulverulenta, com superficie plana, friavel, 
que se fragmenta com facilidade devido a intensa produ^ao 
de conidios 

■ Glabrosa ou cere a, com superficie lisa e micelio aereo 
escasso; algumas colonias de leveduras tambem tem essa 
aparencia. 

Topografia 

A topografia da colonia e> muitas vezes, mascarada pelo 
micelio aereo; assim, esta caracteristica e mais bem observada 
no reverso da colonia. A colonia pode ser plana, sem sulcos 


ou rugosidades, ou, por outro lado, pode apresentar uma das 
seguintes caracteristicas: 

■ Rugosa, com profundo s sulcos, estrias ou ranhuras distribui- 
das de modo irregular a partir do centro da cultura 

■ Umbilicada, com eleva^ao central, podendo conter estrias 

■ Verrucosa, com dobras e superficie ondulada. 

Cor 

A cor exata do verso e anverso da colonia e a presen^a de 
aneis concentricos de diferentes cores sao aspectos a serem 
observados. 

Dimorfismo 

O dimorfismo e um dos criterios mais uteis na identifica- 
^ao de fungos patogenicos. A maioria dos fungos dimorficos 
depende da temperatura para se desenvolver na fase leveduri- 
forme (a 37°C) ou na filamentosa (de 25 a 30°C). Paracoccidioides 
brasiliensis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii e 
Blastomyces dermatitidis sao exemplos de fungos que apresen- 
tam esse dimorfismo termico. 

Para a obten^ao da fase leveduriforme desses fungos deve-se 
semear a forma filamentosa em meio de agar BHI-sangue, 
agar Fava Netto ou agar BHI-cisteina e cultiva-lo a 37°C, de 
preferencia em atmosfera de 5% de CO z , por 1 a 3 semanas. 
Frequentemente, subcultivos sao necessarios para a obten^ao 
de forma leveduriforme tipica. Em muitos isolados, especial- 
mente H. capsulatum , pode ser dificil a conversao in vitro. 
Coccidioides immitis e membros do genera Emmonsia sao 
dimorficos, mas nao produzem formas leveduriformes a 37°C. 
C. immitis produz esferulas somente em meio especial de cul¬ 
tura, e as duas variedades de Emmonsia parva produzem adia- 
conidios de parede espessa a 37°C, mas nao se reproduzem. 

Aspectos da morfologia microscopica 

As formas, tamanhos e disposi^ao dos propagulos, ana- 
morfos (assexuados) ou teleomorficos (sexuados), sao a base 
de identifica^ao dos fungos filamentosos. Em fungos filamen¬ 
tosos, com ausencia de propagulos, a identifica^ao e realizada 
com sondas de DNA especie-especificas ou por meio da carac- 
terizaijao de exoantigenos. 

Muitas amostras oriundas de pacientes que estejam sob 
terapia antifiingica perdem a habilidade de esporula^ao; o 
subcultivo frequente pode, tambem, levar a ausencia de espo- 
rula^ao, fenomeno denominado pleomorfismo. Em outros 
fungos, a ausencia de esporula^ao em cultivos primarios de 
isolamento e reversivel quando sao usados meios especiais de 
cultura, agar batata dextrose e agar fuba, para estimular a for- 
ma^ao de propagulos. 

O processo de forma^ao dos propagulos (ontogenese) e tao 
importante quanto sua forma e seu tamanho. No entanto, na 
pratica laboratorial o estudo da ontogenese nao e realizado, 
restringindo-se a laboratories de pesquisa e sistematica. 

Na rotina laboratorial, os seguintes aspectos micromorfo- 
logicos devem ser observados para definir o genera: 

■ Hifas hialinas ou demacias 

■ Hifas hialinas septadas ou sem septos aparentes - cenocfticas 

■ Forma e arranjo dos conidios 

■ Orgaos de reprodu^ao assexuada e sexuada. Outras carac¬ 
teristicas associadas a essas, como temperatura maxima de 
crescimento, fontes de nutri^ao e produ^ao de enzimas sao 
criterios para diferenciar especies e variedade, ou, mesmo, 
para classificar determinados generos com morfologias 
pouco peculiares. 
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A analise conjunta das caracteristicas microscopicas per- 
mite ao laboratorista clinico, em geral, classificar o genero 
do fungo. Algumas exce^oes merecem destaque, tais como a 
identifica^ao de fungos demacios, que necessita estudo espe- 
cializado. A defini^ao da especie, na grande maioria dos casos, 
e tarefa de laboratories de referenda. 

A analise microscopica de culturas de fungos e realizada 
com uma gota de corante lactofenol azul-algodao (fenol con- 
centrado, 20 mf, acido lactico, 20 mf, glicerol, 40 mf, azul 
algodao, 0,05 g, agua destilada q.s.p., 20 m£) entre lamina e 
laminula. O fenol inviabiliza organismos vivos e o addo lactico 
preserva as estruturas do fungo. O azul-algodao cora a quitina, 
presente nas paredes da celula fungica. As mesmas estruturas 
podem ser visualizadas apenas com agua ou solu^ao salina, 
entretanto, o corante aumenta o contraste dos elementos fun- 
gicos e permite a obten^ao de prepara^oes semipermanentes, 
se as bordas da laminula forem seladas com esmalte. 

Na Figura 32.2 e apresentada uma chave simplificada de 
identifica^ao dos principals fungos filamentosos de interesse 
medico. Alguns generos estao representados nas Figuras 32.3, 
32.4 e 32.5. Para a identifica^ao de fungos dimorficos pode-se 
utilizar a chave descrita na Figura 32.6. 

Testes para deteqao de exoantigeno 

Isolados clinicos de H. capsulatum , P. brasiliensis , C. 
immitis e B. dermatitidis podem nao esporular ou apresentar 
aspectos microscopicos atipicos, quando e dificil a conver- 
sao para fase leveduriforme. O teste para detec^ao de exo¬ 
antigeno s, realizado com reagentes disponiveis no mercado 
internacional, e util na identifica^ao de fungos que apresen- 
tam dificuldade na conversao. O extrato e obtido a partir da 
cultura em agar Sabouraud-dextrose, concentrado 25 a 50 
vezes e colocado em pequenos orificios no gel de agar sobre 
lamina de imunodifusao. Colocam-se tambem antissoros 
especificos e antigenos padrao. Observa-se a forma^ao de 
linhas de identidade entre os antigenos apos 24 h a tempe- 
ratura ambiente. 




Hifas — 


Largas, com raros septos 
paredes finas 




Absidia, Basidiobolus 

Conidiobolus 
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Mortierella 

Mucor, Rhizopus 
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Curvularia 
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Fonsecaea 

Phialophora 


Hifas 

hialinas 


Conidios 

incolores: Acremonium, 
Fusarium, dermatofitos 




Unicos: 

Pseudallescheria 


Conidios 

coloridos 


Em cadeia: 
Aspergillus 
Penicillium 
Paecilomyces 
v Scopulariopsis 


Figura 32.2 Chave simplificada de identificagao dos principal fungos 
filamentosos de interesse medico. 



Absidia sp. Cunninghamella sp. Mortierella sp. Mucor sp. 



Rhizomucor sp. Rhizopus sp. Basidiobolus sp. Conidobolus sp. 

Figura 32.3 Aspectos microscopicos de fungos com hifas largas e raros 
septos em cuitura. 



Alternaria sp. 



Bipolaris sp. 




Cladosporium sp. Curvularia sp. 



Exophiala sp. Fonsecaea 

pedrosoi 


Phialophora sp. 



Figura 32.4 Aspectos microscopicos de fungos com hifas septadas 
demacias em cultura. 


Testes bioquimicos 

Os testes bioquimicos sao pouco usados em laboratories 
clinicos para identificar fungos filamentosos. Vale citar o teste 
da urease para diferenciar Trichophyton mentagrophytes de T. 
rubrum e o teste de hidrolise da gelatina para diferenciar espe- 
cies saprobias e patogenicas de Cladosporium. Testes de hidro¬ 
lise da tirosina, xantina e caseina sao usados rotineiramente na 
identifica^ao de actinomicetos aerobios e como provas suple- 
mentares na identifica^ao de certos agentes de feo-hifomicose 
(fungos demdeios). 

Testes de hibridizatfo de addo nudeico 

Todos os metodos descritos para fungos filamentosos sao 
classicos e podem ser bastante demorados, especialmente para 
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Acremonium sp. 



Aspergilus sp. 



E. flocosum 




Microsporum sp. Paecilomyces sp. Penicillium sp. Scedosporium 

apiospermum 



Scopulariopsis sp. 


Trichophyton sp. 


Colonia 

cinza, 

esverdeada, 
com pigmento 
vermelho 


Estruturas microscopicas ' 
semelhantes a Penicillium 


< 


Celulas leveduriformes 
v (in vivo e in vitro) 


Penicillium 

marneffei 


Fungos 
dimorficos 
(fiiamentos 
a 30°C) 


Colonia 
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a bege, 
umida 


f Confdios ovais 
produzidos em 
arranjo de 
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no intcio e < 
depois preta 
a marram 
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elfpticos em 
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i (in vivo e in vitro) j 


Sporothrix 

schenckii 


Colonia bege, branca a marrom-clara 


(Regularmente ^ 

produzido 


Artrocomdio s 


Esferulas nos tecidos 
do hospedeiro e em 
meios especiais 


) 


Coccidioides 

immitis 


/ 

V Ausente-t 


A 

Maroconidio 

ornamentado 




Celulas ovais 


Histoplasma 

capsulatum 




\ 


l < 




Hifas septadas 
hialinas, celulas 
globosas com 
multibrotamento 
(in vivo e in vitro) 


Paracoccidiodies 

brasiliensis 


Figura 32.5 Aspectos microscopicos de fungos com hifas septadas Figura 32.6 Chave simpiificada de identifica^ao de fungos dimorficos. 
hialinas em cultura. 


especies de crescimento lento. As tecnicas de biologia molecu¬ 
lar tiveram desenvolvimento muito grande nos ultimos anos, e 
atualmente estao disponiveis kits para a identifica^ao de fungos. 
Os testes usam sondas de DNA especie-especificas na hibridi- 
za^ao do DNA ou RNA do organismo em identifica^ao. 

Tecnicas de hibridizatjao nao isotopica DNA-RNA estao 
disponiveis comercialmente e empregam sonda de DNA-fita 
simples marcada com ester de acridina quimioluminescente, 
complementar ao RNA ribossomico do fungo. As vantagens 
deste metodo sao sua alta sensibilidade e a possibilidade de 
identificaqao da colonia fungica em fase inicial de desenvolvi¬ 
mento (menos de 1 cm de diametro). Sondas estao disponiveis 
para H. capsulatum, B. dermatitidis, C. immitis e C. neofor- 
mans. 

- Leveduras 

Leveduras sao ubiquitarias em nosso meio e podem ser 
isoladas de frutas, vegetais e plantas em geral. Algumas fazem 
parte da flora da superficie da pele, mucosa bucal, vaginal e 
trato intestinal de homens e animais, podendo ser isoladas de 
especimes clfnicos e nao ter qualquer significado patologico. 
Leveduras sao consideradas patogenos oportunistas e podem 
causar doenqa em pacientes debilitados ou com fatores predis- 
ponentes para essas infec^oes. 

Leveduras isoladas de determinados especimes, como 
hemoculturas, LCR, de tecidos biopsiados e outros liquidos 
biologicos, normalmente estereis, bem como isoladas repe- 


tidamente de pacientes imunocomprometidos, de variados 
especimes clinicos sao significantes e devem ser acuradamente 
identificadas. 

Na identifica^ao de leveduras, varios tipos de testes sao 
usados. Estes incluem aspectos morfologicos macro e micros¬ 
copicos, prova do tubo germinativo, filamentaqao em agar 
fuba-tween 80, assimila^ao de fontes de carbono e nitrogenio, 
present;a de certas enzimas, como urease e fenol oxidase e for- 
mat;ao de ascosporos. A Figura 32.7 apresenta os procedimen- 
tos praticos para a identificaqao das principals leveduras de 
interesse medico. 

Aspectos da morfologia da colonia 

A maioria das leveduras cresce adequadamente a 30°C ou a 
temperatura ambiente em agar Sabouraud dextrose agar, com 
exce^ao de Malassezia furfur. A colonia suspeitada deve ser rei- 
solada em meio adequado ate a obten^ao de uma colonia pura. 
Em 2 ou 3 dias formam-se colonias de cor branca a creme, 
amarela, alaranjada ou vermelha, de textura pastosa, mucoides 
ou secas, lisas ou enrugadas. Dependendo das condi<;des de 
cultivo e nutricionais, franjas filamentosas podem desenvol- 
ver-se ao redor da mar gem da colonia em algumas especies. 

Caracteristicas como cor, consistencia, bordos, superfi¬ 
cie e topografia sao observadas em meio solido. A formaqao 
de pelicula em meios como caldo Sabouraud ou extrato de 
malte e vista com certa cautela devido a sua variabilidade, 
pode ser util na identificaqao de C. tropicalis, C. krusei e 
Trichosporon sp. 
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Seguir roteiro para identificagao 
de leveduras de L,CR 


R 

i\i 

V 

Cultura 
pura de 
leveduras 



Tinta da China 


> Capsula mO 



Lactofenol 

azul-algodao 



Solugao 





R 


Prova do tubo 
germinativo 


Agar malte ou ASD 


Clamidosporos -*■ 





Analise 

macromoforlogica 
da colonia (aspecto, 
formato, cor etc.) 


Filamentos com clamidosporos. Candida albicans 

Filamentos artrosporados e blastoconfdios ... Trichosporon sp. 

Filamentos caracterfsticos do genero. Candida spp. 

Somente blastoconldios 

Colonia salmao-alaranjado. Rhodotorula sp. 

Colonia mucoide.Seguir chave para exame micologico 

de LCR Cryptococcus sp. (Figura 32.25) 


Colonia branco-bege.Provas bioquimicas para 

identificagao de diversos 
generos e especies 


Candida globrata 
Cryptococcus sp. 
Pichia sp. etc. 


32.7 Procedimentos praticos para a identificagao das principais leveduras de interesse medico. 


A habilidade da levedura de crescer a 37°C e uma caracte- 
ristica importante; a maioria das leveduras patogenicas cresce 
bem a 25 e 37°C, enquanto as saprobias nao crescem em tem- 
peraturas raais elevadas. 

De acordo com o tipo de esporo formado, as leveduras sao 
caracterizadas como: 

■ Leveduras ascosporadas: reprodugao sexuada por meio de 
ascos e ascorporos (divisao Ascomycota) 

■ Leveduras com basidiosporos: reprodugao sexuada, for- 
mando teliosporos, basidios e basidiosporos (divisao 
Basidiomycota) 

■ Leveduras de reprodugao assexuada: reprodugao assexuada 
por meio de brotamento, fissao, brotamento-fissao e balis- 
toconidios (divisao Deuteromycota). 

Morfologia microscdpica 

As estruturas de reprodugao assexuada e sexuada sao 
empregadas na identificagao generica de leveduras. Ao exame 
da cultura, realizado com salina ou corante lactofenol azul- 
algodao, devem-se observar as celulas sob processo de multi- 
plicagao por brotamento, fissao ou brotamento-fissao (misto) 


(Figura 32.8). Blastoconldios podem ser redondos, ovais ou 
alongados. Podem ter brotos unicos ou multiplos, de forma 
bipolar ou irregular. A formagao de pseudo-hifas, pela con- 
jungao de blastoconldios ou hifa verdadeira, a partir de germi- 
nagao de blastoconidio, pode ser visualizada. Artrocomdios, 
ascos e ascosporos ou outras estruturas podem ser observados. 
Capsulas podem ser vistas ao redor de celulas arredondadas 
em preparagoes com tinta da China. A presenga de capsula nao 
indica, necessariamente, C. neoformans , pois outras especies 
de Cryptococcus e outras leveduras, tais como Rhodotorula sp. 
e Candida spp. ( ex-Torulopsis sp.)> produzem capsula. Porem, 
na pratica, celulas capsuladas redondas, de colonias nao pig- 
mentadas, especialmente aquelas isoladas de LCR, devem ser 
consideradas C. neoformans ate a sua identificagao completa e, 
portanto, deve ser processado o segundo fiuxograma apresen- 
tado no item criptococose. Cultivos em lamina, nesses casos, 
sao desaconselhaveis, porque oferecem maior biorrisco para o 
laboratorista do que leveduras pertencentes a outros generos 
de menor virulencia. 

A capacidade de filamentagao em leveduras, seja por pseu- 
do-hifas, seja por hifas verdadeiras (Figura 32.1), bem como a 
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Estruturas de reprodugao assexuada 

8 8 c° 

Blastoconidio Brotamento-fissao Fissao (divisao binaria) 
em brotamento {reprodugao mista) Ex.: Schizosaccharomyces 
Ex.: Rhodotorula sp. 


Pseudo-hifa 
Ex.: Candida sp. 





Hifa verdadeira 
e artroconidios 
Ex.: Geotrichum sp. 



Hifa verdadeira, 
artroconidios e 
biastoconidios 
Ex.: Trichosporon sp. 


Basidiosporos 
Ex.: Filobasidiella sp. 


Estruturas de reprodugao sexuada 



Ascos contendo ascosporos 
Ex.: Pichia sp. 



Figure 32.8 Morfologia microscopies de estruturas assexuadas e sexu 
adas de leveduras de interesse medico. 


habilidade de formar clamidosporos ou, ainda, artroconidios, 
e avaliada a temperatura ambiente, durante 3 dias, em agar 
fuba (tuba, 40 g, agar, 20 g, polissorbato 80 ou tween 80,10 mf, 
agua destilada q.s.p., 1.000 mf; pH final, 6,6 a 6,8) com tween 
80. A semeadura, em forma de duas linhas paralelas, deve ser 
feita diretamente sobre o agar derramado sobre lamina de 
microscopia. O cultivo em lamina e, entao, recoberto por lamf- 
nula e colocado em camara umida, em condigoes de assepsia. 
A observagao do cultivo, levado diretamente ao micro scopio, 
permite, em conjunto com as caracteristicas macroscopicas da 
cultura, a orientagao para um ou mais generos de leveduras. 
Outras provas sao, entao, necessarias para confirmar o genero 
e, tambem, a identificagao da especie. A unica excegao em 
que se tem a identificagao de genero e especie pelo cultivo em 
lamina e, justamente, Candida albicans , a levedura mais fre- 
quentemente relacionada com a especie humana. A observa¬ 
gao de hifas verdadeiras e clamidosporos tipicos, redondos e 
terminals, alem dos intercalares, sao peculiares de C. albicans. 

Em 1995 foi descrita a especie C. dubliniensis, cujas 
caracteristicas fenotipicas sao semelhantes as de C. albicans , 
incluindo formagao de tubo germinativo e clamidosporos. 
Para diferencid-Jas sao necessdrias provas como resistencia a 
altas temperaturas e crescimento em substratos especiais, bem 
como metodos moleculares. 

A prova de tubo germinativo, realizada com uma porgao da 
cultura e soro normal, e convencional em micologia medica para 
identificar C. albicans , pois apresenta a vantagem de ser rapida (2 
a 3 h); porem, a sua baixa especificidade (resultados falso-positi- 
vos) e a alta interferencia de variaveis referentes aos nutrientes e 
contaminagao bacteriana restringem muito o uso do teste. Outras 
leveduras podem formar tubo germinativo, especialmente C. tro- 
picalis , e a estrutura pode ser confundida com pseudo-hifa em 
formagao. O tubo germinativo nao forma constrigao no ponto 
de ligagao com a celula-filha, ao contrario da pseudo-hifa. Alem 
disso, nem todos os isolados de C. albicans formam tubo germi¬ 
nativo, em particular as cepas provenientes de pacientes com can¬ 
cer submetidos a terapia. Assim, esse teste deve ser combinado a 
outros procedimentos, como a pesquisa de clamidoporos, para a 
identificagao definitiva de C. albicans. 


As formas teleomorfas, ou sexuadas, expressas pela forma¬ 
gao de ascos contendo ascosporos ou basidios com basidios¬ 
poros, nao sao ainda conhecidas para a maioria das leveduras 
patogenicas. A forma sexuada de C. neoformans (Filobasidiella 
neoformans ) so e obtida e estudada em laboratories de pesquisa. 
Os isolados dessa levedura sao sempre haploides e ha necessi- 
dade de realizar eruzamentos in vitro em meio especial para 
a obtengao da forma sexuada. Em laboratorio clinico nao h& 
necessidade de se obter essa forma para identificar a levedura. 
Por outro lado, algumas leveduras isoladas em laboratories a 
partir de especimes clinicos formam ascosporos. Especies dos 
generos Pichia e Saccharomyces, entre outros agentes emer- 
gentes, merecem atengao em laboratories clinicos devido as 
infeegoes que podem causar, em particular, de origem noso¬ 
comial. Diante da suspeita de levedura ascosporada, deve-se 
proporcionar condigoes para que haja aumento ou indugao da 
estrutura de origem sexual, usando-se meios de agar acetato, 
agar extrato de malte (extrato de malte, 30 g, agar, 15 g, agua 
destilada q.s.p., 1.000 m£; pH final, 5,5) ou agar V-8 (vegetais). 
Preparagoes de porgoes da cultura, apos 2 a 5 dias, com salina 
ou coloragoes de Wirtz ou Ziehl-Neelsen, permitem observar 
ascos ou somente ascosporos liberados (Figura 32.8). No caso 
de Saccharomyces cerevisiae, evidenciam-se 1 a 4 esporos glo- 
bosos e em Pichia anomala, 1 a 4 esporos em forma de elmo 
(chapeu). 

Testes fisiologicos 

Assimflagao e fermenta^ao 

Para a execugao dos testes fisiologicos para confirmagao de 
genero e identificagao de especie, deve-se assegurar a pureza 
da colonia analisando-se esfregago corado segundo Gram ou 
apenas com solugao salina. Os testes incluem metodos de assi- 
milagao de fontes de carbono e nitrogenio e fermentagao de 
carboidratos. 

Os testes de assimilagao indicam a habilidade do orga- 
nismo de usar determinado composto na presenga de 
oxigenio; cada especie tem o seu proprio padrao de assi¬ 
milagao que e utilizado para sua identificagao. As provas 
sao desenvolvidas, tradicionalmente, segundo metodo de 
Wickerham em meio llquido de cultura. Mas a maioria 
dos laboratorios clinicos e de pesquisa, utiliza o sistema de 
Beijerink adaptado para placa de Petri (sulfato de magnesio 
hepta hidratado, 0,5 g, fosfato de potassio monobasico, 1 g, 
agar, 20 g, agua destilada q.s.p., 1.000 mf; adicionar dex¬ 
trose, 20 g, ou sulfato de amonio, 5 g, conforme a prova; pH 
final, 7,0 a 7,2), ou mesmo, sistemas rapidos disponiveis no 
mercado. O poder discriminatorio dos testes de assimilagao 
(auxanograma) e grande e £ potencializado quando provas 
de fermentagao (zimograma) sao associadas. A prova de 
assimilagao de nitrato e usada frequentemente como tria- 
gem, em especial para especies de Candida , Cryptococcus e 
Rhodotorula. 

A fermentagao avalia a capacidade do organismo de usar 
determinado composto anaerobiamente. Esse teste envolve a 
inoeulagao de varios tubos contendo o meio basal (extrato de 
carne, 3 g, peptona, 10 g, NaCl, 5 g, carboidrato, 20 g, agua 
destilada q.s.p., 1.000 mi; pH final, 7,2) e um carboidrato a ser 
avaliado. Depois de 5 ou mais dias de incub agao, os tubos sao 
observados quanto a produgao de gas. Nos itens Candidfase e 
Criptococose sao apresentados os resultados de auxanograma 
e zimograma para as diversas especies desses generos. A lite- 
ratura especializada citada na Bibliografia deste capitulo traz 
tabelas com protocolos de todas as especies conhecidas. 
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Teste da urease 

Este teste e importante para a identifica^ao de leveduras do 
grupo dos basidiomicetos, ou seja, para as quais ja foi descrita 
a reprodu^ao sexuada por basfdios. Entre elas, as especies de 
Cryptococcus, Rhodotorula e Trichosporon produzem a enzima 
urease, assim como algumas especies do genero Candida. 
Porem, a raaioria das leveduras de importancia medica sao 
urease-negativas. Dois tipos de testes podem ser usados: alca- 
liniza^ao de agar-ureia de Christensen (peptona, 1 g, glicose, 
1 g, NaCl, 5 g, fosfato de potassio monobasico, 2 g, vermelho 
de fenol, 12 mg, ureia, 20 g, agar, 20 g, agua destilada q.s.p., 
1.000 m£; pH final, 6,8) e teste rapido de urease. 

Teste de fenol-oxidase 

A formaqao desta enzima e muito util como teste presun- 
tivo de Cryptococcus sp. Varios meios tern sido usados para 
demonstrar a presen^a desta enzima. O primeiro a ser usado 
foi agar Guizotia abyssinica , a base de niger, uma semente 
usada na alimenta^ao de passaros. O extrato desta semente 
contem acido cafeico, que serve como substrato para a enzima 
fenol-oxidase. C. neoformans produz fenol-oxidase que, ligada 
a membrana, catalisa a oxida^ao de varios compostos dife- 
nolicos, tais como L-dopa, L-dopamina, acido clorogenico e 
acido cafeico. As leveduras, quando crescem em meios com 
esses compostos, produzem, em 2 a 5 dias, colonias pretas ou 
marrons, dependendo do substrato. 

Teste de azul de diazonio B (DBB) 

Este teste e usado para identificar basidiomicetos. As leve¬ 
duras desse grupo produzem rea^ao positiva quando expos- 
tas ao corante, enquanto as relacionadas com ascomicetos sao 
negativas a colora^ao. 

Outros testes 

Na classifica^ao de leveduras outros testes podem ser usa¬ 
dos, entre eles: produ^ao de amido extracelular, crescimento a 
37°C, crescimento em meio isento de vitaminas, crescimento 
em altas temperaturas, produ^ao de amonia, produ^ao vigo- 
rosa de acido, tolerancia a 10% de acido acetico, hidrolise da 
arbutina, redu^ao do TTC (cloreto de trifenil tetrazolio) e sen- 
sibilidade a cicloeximida. 

Sistemas comerciais para a identifica^ao de leveduras 

As infec^oes por leveduras, em particular as formas 
invasivas, requerem diagnostico rapido e pratico a fim 
a permitir a correta orientaqao terapdutica. Os metodos 
convencionais tern como base algumas propriedades feno- 
tipicas das leveduras que incluem morfologia e microsco- 
pia das coldnias em agar fuba-tween 80, produ^ao de tubo 
germinativo, crescimento em meios especiais, tal como 
dgar contendo compostos fenolicos, alem de assimila^ao 
de fontes de carbono e nitrogenio e fermenta^ao de a<;u- 
cares. As provas realizadas sob metodologias de referenda 
requerem longos periodos de preparo, padroniza^ao e con- 
trole de qualidade dos reagentes, alem de procedimentos 
muito laboriosos para serem praticados em laboratories 
de rotina. A necessidade de identifica^ao rapida de leve¬ 
duras e disponibilidade de cultura pura para a execu^ao 
de testes de suscetibilidade a antifungicos, somando-se a 
grande dificuldade em detectar culturas mistas em meios 
tradicionais como agar Sabouraud, induziram o desenvol- 
vimento industrial de sistemas comerciais para esses pro- 
positos. 


Meios cromogenicos 

Os meios de cultura que contem substancias cromogenicas 
que, sob a^ao enzimatica dos isolados, conferem cores as colo¬ 
nias sao, hoje, obrigatorios nos procedimentos de micologia 
em laboratories de rotina. 

O desempenho dos meios cromogenicos parece ser simi¬ 
lar tanto para isolados primarios quanto para culturas man- 
tidas no laboratorio. Dada a variedade de cores observadas 
em alguns meios cromogenicos, os maiores meritos deles 
sao: (a) identifica^ao presuntiva de Candida albicans, C. tro - 
picalis e C. krusei e (b) possibilidade de indicar a presen^a 
de cultura mista quando ela e composta das principals espe¬ 
cies de interesse medico. Culturas mistas, com duas ou mais 
especies de leveduras, ou contaminadas com bacterias, cons- 
tituem a maior causa dos erros de identificaqao e, por esse 
motivo, deve sempre ser garantido o trabalho com cultura 
pura. Um importante ponto critico dos sistemas comerciais 
e a padronizaqiao do inoculo que, se for muito denso, pode 
mascarar a presen^a de cultura mista ou contaminada com 
bacterias. Os meios cromogenicos contem, em regra, subs¬ 
tancias antibioticas em sua composi^ao, mas, ainda assim, 
permitem o desenvolvimento de bacterias que se apresen- 
tam como pontos escuros sobre ou ao lado das colonias de 
leveduras. 

E recomendavel utilizar uma suspensao da levedura em 
turbidez equivalente a do tubo 0,5 da escala de Mac Farland, 
para realizar o plaqueamento de uma al^ada sobre a superficie 
do meio cromogenico antes de incubar, conforme instru^ao 
do fabricante. 

Note-se que nenhum meio cromogenico e capaz de identi¬ 
ficar algumas especies de alta importancia em infec^oes inva¬ 
sivas, como Candida parapsilosis e, por isso, o usuario desses 
meios deve estar preparado para interpretar corretamente seus 
resultados. 

Um ponto importante e que alguns sistemas apresentam 
rea^oes colorimetricas incompletas, o que confere colora^ao 
incerta a suspensao e ocasiona erros de leitura. Outra questao 
relevante se refere ao tempo de aparecimento da cor nas colo¬ 
nias, que varia conforme a temperatura e o tamanho de inoculo 
empregado, devendo, portanto, o laboratorista realizar sempre 
o controle de qualidade de cada lote de meio preparado para a 
avalia^ao desse parametro. Muitos estudos comprovam que a 
maior especificidade da rea^ao colorimetrica, que atinge 100% 
em alguns meios, ocorre somente as 48 h de incubaqao a 37°C. 
Muitas vezes, a pressao para emissao rapida de um resultado 
presuntivo de identificaqao da cultura leva o laboratorista a 
erros que nao ocorreriam se a leitura fosse realizada as 48 h de 
incuba^ao dos meios cromogenicos. 

Na rotina laboratorial, o uso de meios cromogenicos per- 
mite a detec^ao da presen^a, ou nao, de Candida albicans. Isso 
tern grande importancia porque outras especies podem apre- 
sentar resistencia a um ou a varios antifungicos. Vale enfatizar 
que os laboratorios que usam sistemas comerciais devem se 
submeter, periodicamente, a um programa externo de quali¬ 
dade, alem de implementar seus proprios procedimentos de 
controle interno. 

Caracteristicas dos meios cromogenicos 

Atualmente existem muitos meios cromogenicos no mercado 
internacional para identifica^ao de Candida spp. Os mais utili- 
zados sao: Candiselect® (Bio-Rad, Franca), Candida ID® (bio- 
Merieux, Franca), CHROMagar Candida® (Becton Dickinson, 
EUA), Chromogenic Agar Candida® (Oxoid, Inglaterra) e 
Hichrom Candida Agar® (HiMedia, India). 
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O Candiselect® permite a identifica^ao presuntiva de C. 
albicans/C. dubliniensis (colonias cor-de-rosa/purpura) e sua 
discrimina^ao de C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata (colo¬ 
nias cor azul-turquesa, sendo a ultima cercada de halo de cor 
branca). De outro modo, Candida ID® confere cor azul as 
colonias de C. albicans/C. dubliniensis. Apesar de coldnias de 
Trichosporon spp. apresentarem a mesma cor azul nesse meio, 
esse genero e facilmente diferenciado pela morfologia rugosa 
de sua cultura. A mais nova versao desse meio (Candida ID2®) 
propoe-se a distinguir C. albicans de C. dubliniensis, mas a 
falta de dados nao permite essa comprova^ao. A grande van- 
tagem observada no uso de Candida ID2® e a forma 9 ao de cor 
nas primeiras 24 a 30 h, em rela^ao aos outros meios. O meio 
CHROMagar Candida® permite diferenciar, de modo presun- 
tivo, colonias de C. albicans (colonias de cor verde), C. tropica¬ 
lis (coldnias de cor azul), C. krusei (colonias cor-de-rosa e de 
aspecto seco). Alguns estudos sugerem ser possivel a distin^ao 
entre C. albicans e C. dubliniensis (tonalidades de verde e verde- 
azulado, respectivamente) e entre C. krusei e C. glabrata (cold¬ 
nias cor-de-rosa e aspecto seco e umido, respectivamente). 
No entanto, fatores como a experiencia do laboratorista e o 
tempo de isolamento da cultura influem sobremaneira nesses 
resultados. Alem disso, deve-se notar que isolados de C. lusi- 
taniae tambem produzem coldnias azuis e Trichosporon spp. 
apresenta coldnias azuis-esverdeadas nesse meio. As coldnias 
brilhantes de Cryptococcus neoformans adquirem cor bege- 
claro e outras especies de Candida assumem cores linicas ou 
multiplas, que variam de branco a bege, rosa, Idas e violeta. O 
Chromogenic Agar Candida® induz a forma^ao de varias cores, 
de acordo com a especie da levedura. Candida albicans produz 
coldnias verdes e C. dubliniensis pode ter coloraqao verde com 
tons azuis, diferentemente de C. tropicalis (cor azul-escura), 
C. krusei (cor-de-rosa com aspecto seco), C. guilliermondii/C. 
pelliculosa (cor-de-rosa com tons violeta), e Cryptococcus neo¬ 
formans, C. glabrata e outras especies de Candida (bege a mar- 
rom-claro). Trichosporon spp. produz Colorado verde-azulada 
nesse meio, mas, como ocorre no CHROMagar, sua morfolo¬ 
gia e muito caracteristica, o que o distingue de Candida spp. 
Estudos mostram que Hichrom Candida Agar® apresenta 
resultados variados em rela^ao a sua capacidade de indicar 
seletivamente a presen^a de Candida albicans (verde) e outras 
especies de Candida. Candida tropicalis apresenta tonalidade 
azul, C. glabrata e C. parapsilosis tern coldnias cor-de-rosa, 
porem essas tonalidades nao sao intensas. Apresenta a van- 
tagem, em relaqao a outros meios cromogenicos, de conferir 
as colonias de Trichosporon spp. cor azul-escura distinta de C. 
albicans. 

Sistemas comerciais 

O desenvolvimento de sistemas rapidos tem como princi¬ 
pals objetivos: (a) identificar, de modo presuntivo, especies de 
agentes etiologicos mais importantes, tanto pela maior mor- 
bidadade (i. e., Candida albicans ) quanto pelo alto potential 
de resistencia ao antifungico mais amplamente usado nas 
candidiases invasivas, o fluconazol (i. e., C. krusei e C. gla¬ 
brata) e (b) identificar um grande numero de especies de inte- 
resse medico. 

Dentro do primeiro objetivo, alguns produtos foram desen - 
volvidos para a identificaqao de Candida albicans , como: C. 
albicans Test Kit® (Remel, EUA), BactiCard Candida® (Remel, 
EUA), RID Zyme CAS Test® (Mitsubish Kagaku Iatron, Japao) 
e O.B.I.S. albicans® (Oxoid, Inglaterra). Sistemas denomina- 
dos Albistrip® (Lab.M, Inglaterra) e Albicans-Sure* (Clinical 
Standards Laboratories, EUA), aparentemente, foram de scon - 


tinuados. Todos esses sistemas permitem a emissao de resulta¬ 
dos imediatos, em periodos que variam entre 5 min e 60 min, 
com excelente sensibilidade (> 98%) e alta especificidade 
(> 93%). Convem ressaltar que nenhum desses sistemas con- 
segue distinguir C. dubliniensis de C. albicans. 

Outros sistemas existem para detectar a presen^a de C. gla¬ 
brata, dentre eles: Remel Assimilation® (Remel, EUA), Remel 
Modified Fermentation® (Remel, EUA), Hardy Fermentation® 
(Hardy Diagnostic, EUA), Rosco Trehalose-Sacarose® 
(Rosco Diagnostica, Dinamarca) e Glabrata RTT® (Fumouze 
Diagnostics, Franca). Os resultados desses sistemas rapidos 
sao obtidos de 15 min a 24 h, conforme o metodo, e todos 
garantem boa sensibilidade e especificidade, com taxas acima 
de 90%. 

Dentreossistemasdestinadosaidentificar grande numero de 
especies, incluindo C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. parap¬ 
silosis, C. guilliermondii, C. glabrata, C. krusei, Cryptococcus 
neoformans e outras de interesse medico, vale citar: API 20 C® 
(bioMerieux, Franca), Fungichrom® (International Microbio, 
Fr), Fungifast® (Internatioanl Microbio, Franqa); RapID Yeast 
Plus System® (Remel, EUA), Auxacolor® (Bio-Rad, EUA), ID 
32C® (BioMerieux, Franca), Vitek® (BioMerieux, Franca) e 
MicrosScan Yeast Identification Panel® (Dade Behring, EUA). 
Mais recentemente, foi desenvolvido o meio CHROM-Pal 
(CH-P). Este meio consiste na mistura do meio CHROMagar 
Candida* com agar Pal, que foi originalmente desenvolvido 
para a identifica^ao de Cryptococcus neoformans e tem sido 
utilizado para a diferencia^ao entre C. dubliniensis e C. albi¬ 
cans. Neste meio, C. dubliniensis forma colonias rugosas e cla- 
midosporos, enquanto C. albicans mostra colonias lisas e nao 
produz clamidosporos. 

Sistemas automatizados 
ID32CT 

O sistema e composto por microplacas que contem 24 car- 
boidratos, cinco acidos organicos, cicloeximida e esculina. A 
incuba<;ao do teste e feita a 30°C e a leitura pode ser manual 
ou automatizada, entre 24 e 48 h; porem, um estudo mos- 
trou melhor desempenho do sistema com leitura de 72 h. 
Resultados corretos sao obtidos em 89 a 98% dos testes, e por 
isso e o metodo mais empregado em estudos europeus. 

Vitek * 

Trata-se de um sistema amplamente utilizado em laborato¬ 
ries com grande volume de amostras e tem desempenho ade- 
quado para esse ambiente. O sistema Vitek Yeast Biochemical 
Card® (YBC) compreende cartao para testes com 21 carboidra- 
tos, nitrato de potassio, acido organico, urease e cicloeximida. O 
cartao e incubado a 30°C por 24 h a 48 h e lido automaticamente 
por rea^ao colorimetrica. Em rela^ao aos metodos convencionais 
ou API 20C, a correla^ao de resultados situa-se entre 85 e 98%. O 
sistema Vitek 2 YST® emprega testes com 25 carboidratos, nitrato 
de potassio, 9 acidos organicos, esculina e substratos para urease, 
aminopeptidase e glicosidase. Apos incuba^ao a 35°C por 18 h, 
a leitura automatizada e realizada por metodo colorimetrico. 
Quando comparado com o sistema API 20 C, os resultados sao 
concordantes em 95%. Um estudo multicentrico mostrou corre- 
la^ao em 98,5% dos testes. Deve-se observar, no entanto, que o 
uso previo e recomendavel de meios cromogenicos para o isola¬ 
mento primario do agente etiologico pode influenciar os resul¬ 
tados de identifica^ao posterior pelo Vitek®. Estudos demonstra- 
ram que, quando colonias isoladas em CHROMagar Candida* 
foram submetidas ao novo metodo colorimetrico Vitek 2 YST 
Card®, a propor^ao de resultados com baixa discrimina^ao 
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aumentou, especialmente, para especies como C. dubliniensis 
e Rhodotorula glutinis. O desempenho do novo sistema Vitek 
para a determinagao de cepas de Candida spp. resistentes a anti- 
fungicos ainda esta sob avaliagao. Alguns estudos indicam que, 
apesar de os valores de MIC (concentragao inibitoria minima) 
nao terem concordancia alta com a metodologia de referenda de 
microdiluigao, o sistema tern bom desempenho para classificar 
os isolados dentro das tres categorias de sensibilidade (sensivel, 
intermedi aria; suscetibilidade dependente da dose e resistente) 
segundo breakpoints propostos. Assim, a concordancia de MIC 
foi de 34% para anfotericina B, 96,3% para 5-fluorcitosina, 87,8% 
para fluconazol e 95,3 para voriconazol, enquanto a categoriza- 
gao correta foi de 98,5 para anfotericina B, 95,3% para 5-fluorci- 
tosina, 85,4% para fluconazol e 97,6% para voriconazol. 

MicrosScan Yeast Identification Panel 8 

Composto de cartoes contendo 13 aminopeptidios, tres car- 
boidratos, testes enzimaticos para glicosidase, fosfatase e ure¬ 
ase, apos incub agao por apenas 4 h sob temperatura de 37°C 
e adigao de reagente revelador de reagao, a leitura manual ou 
automatizada pode ser realizada. Resultados identicos aos obti- 
dos com API 20 C AUX foram obtidos em 86 a 97% dos testes. 

Sistemas exclusivos para a identificagao de Candida albicans 

Candida albicans e a especie de maior prevalencia em 
materials biologicos e, portanto, metodos para sua identifica¬ 
gao rapida sao de extrema utilidade em laboratories clinicos. 
Descrevemos, a seguir, alguns sistemas que visam a identifica¬ 
gao desta levedura, como alternativas para as provas tradicio- 
nais de clamidosporo e tubo germinativo: 

■ Albicans-Sure (Clinical Standards Laboratories, Inc., 
Rancho Dominguez, CA, EUA): contem um cartao com 
dois substratos para as enzimas [3-galacto saminidase e 
L-prolina aminopeptidase. A leitura da reagao entre a sus- 
pensao da levedura e os substrates, apos 5 min, e feita com 
a ajuda de substancias reveladoras. Rea^oes positivas com 
os dois substrates indicam tratar-se de C. albicans. A sen¬ 
sibilidade do teste 6 de 99%, especificidade de 100%, valor 
preditivo positivo de 100% e negativo de 98,9% 

■ Bacti-Card -Candida (Remel, Lenexa, Kansas, EUA): e 
similar ao Albicans-Sure, sendo distinto apenas nas subs- 
tancias reveladoras. A sensibilidade tambem e alta (99,3%) 
e a especificidade, de 99,6%. Os valores preditivos, positivo 
e negativo, sao respectivamente de 99,6 e 99,3% 

■ Murex Candida albicans CA50 (Murex Diagnostic Inc., 
EUA): baseia-se tambem na deteegao em 30 min, por 
reagao colorimetrica, das enzimas (3-galactosaminidase e 
L-prolina aminopeptidase. O teste apresenta sensibilidade 
de 95 a 98,7%, especificidade entre 97,8 e 99,6%, valor pre¬ 
ditivo positivo de 99,6% e negativo de 98,6%. A leitura pode 
ser subjetiva se a cor amarela, resultante da reagao positiva, 
se apresentar em tonalidades claras 

■ Bichro-latex albicans (Fumouze, Franga): identifica, por rea¬ 
gao enzimatica, em 5 min, culturas de C. albicans com especi¬ 
ficidade de 99,8% e sensibilidade de 99,7%. E facil de ser apli- 
cado e os resultados positivos sao daramente identificaveis. 
Devido a coloragao das perolas utilizadas na prova, nao ha 
necessidade de verificagao de autoaglutinagao, fator de interfe- 
rencia na maioria dos ensaios de aglutinagao. Como todos os 
outros testes, o isolamento primario das colonias da levedura 
em meios usuais de cultura e necessario, o que demora de 24 a 
48 h, mas a vantagem do Bichro-latex albicans e que pode ser 
realizado diretamente sobre as colonias do isolamento prima¬ 
rio, nao requerendo repiques subsequentes 


■ MIS (Microbial ID Inc., Dinamarca): sistema computa- 
dorizado que analisa por cromatografia os acidos graxos, 
comparando-os a perfis predeterminados existentes em 
sua base de dados. O sistema foi desenhado para identi- 
ficar bacterias, mas apresenta a opgao de identificar leve- 
duras. Requer uma fase previa de preparagao quimica das 
amostras. Resultados corretos sao obtidos em 71a 75% das 
amostras e inconclusivos em 6 a 16% do total de leveduras. 
A sensibilidade para C. glabrata e de 82%, mas o valor pre¬ 
ditivo alcanga 100% para essa especie. Em contraste, o valor 
preditivo para S. cerevisiae e de 46%, pois inclui C. glabrata, 
de modo incorreto, nesta especie. No entanto, todas as 
amostras de S. cerevisiae sao identificadas acertadamente. 
A acuracia para muitas outras especies e inaceitavelmente 
baixa, havendo, portanto, necessidade de melhoria na base 
de dados ou nos procedimentos empregados neste sistema, 
para a indicagao de seu uso em laboratories clinicos. 

Meios diferendais para leveduras 

O agar Sabouraud nao tern propriedade seletiva ou diferen- 
cial e, portanto, nao proporciona o reconhecimento adequado 
(sensibilidade de 65,5%) de culturas mistas de leveduras. Os 
meios diferenciais para a identificagao macroscopica presun- 
tiva de especies do genero Candida se baseiam na formagao de 
coloragao distinta de diferentes especies ante certos substra¬ 
tes. Meios diferenciais classicos, tais como Nickerson, Biggy, 
Pagano-Levine, TTC (triphenyl tetrazolium chloride ) e fosfo- 
molibidato sao amplamente utilizados devido a facilidade de 
execugao. Porem, resultados falso-positivos e negativos levam 
a busca de meios diferenciais com maior especificidade. Meios 
que permitem a deteegao de metabolites fluorescentes, tais 
como "Fluoroplate” agar (Merck, Alemanha) e “Aniline Blue 
Dye Medium”, apresentam boa sensibilidade (93,8%) e espe¬ 
cificidade (98,6%), mas requerem um sistema com luz ultra- 
violeta e tambem podem dar resultados falso-positivos com C. 
tropicalis. Os sistemas descritos a seguir estao comercialmente 
disponiveis: 

■ Albicans ID (BioMerieux, Franga): contem reagente cro- 
moforo hexaminico, que resulta em tonalidade azul para 
colonias de C. albicans e cor branca para outras especies. 
A identificagao presuntiva desta especie e feita diretamente 
no seu isolamento primario. O meio contem gentamicina e 
cloranfenicol para a inibigao do crescimento de bacterias. A 
identificagao pode ocorrer dentro de 24 h, mas, com 72 h, 
os resultados apontam para maior sensibilidade (taxa de 
identificagao), com valores entre 94 e 100% e especificidade 
de 86,6 a 99,8%. A sensibilidade do meio para a diferencia- 
gao de cultura mista de leveduras e de 93,8% 

■ CHROMagar (CHROMagar, Becton Dickinson Europe, 
Franga): meio cromogenico que serve para o isolamento 
primario e a identificagao presuntiva de C. albicans e outras 
especies frequentes em material biologico. As colonias de C. 
albicans desenvolvem, em 48 h, coloragao esverdeada, dife- 
rentemente de outras especies. As caracteristicas morfolo- 
gicas da cultura tambem sao avaliadas. A acuracia da prova 
e melhor para C. albicans, C. tropicalis e C. krusei, ficando 
acima de 95%. O inoculo e um fator de grande influen- 
cia nos resultados. Algumas especies apresentam colonias 
com tonalidades similares, sendo, por isso, indistingui- 
veis. Apesar de conter cloranfenicol em sua formulagao, 
em alguns casos, bacterias, especialmente Escherichia coli , 
podem se desenvolver no meio e apresentar coloragao 
semelhante a de leveduras. 
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Caracteristicas gerais de alguns generos de leveduras de 
interesse ch'nico 

Genero Candida 

Este genero compreende, atualmente, 163 especies, das 
quais cerca de 20 ja foram associadas a processos infecciosos. 
Os blastoconidios podem ser globosos, ovoides, cilindricos, 
alongados (2,9 a 14,4 pm) e, raramente, triangulares ou ogivais. 
A reprodu^ao ocorre, em geral, por brotamento multipolar. O 
pseudomicelio (conjunto de pseudo-hifas) pode ser rudimen- 
tar ou bem desenvolvido. Algumas especies apresentam mice¬ 
lio verdadeiro e C. albicans e C. dubliniensis produzem clami- 
dosporos em condi^oes apropriadas. A colonia apresenta cor 
branca ou creme, sem pro du^ao de pigmentos carotenoides. A 
consistencia pode variar de cremosa e lisa a rugosa e sulcada. 
Segundo Kurtzman e Fell (1998), o genero Torulopsis foi incor- 
porado ao genero Candida. Os blastoconidios sao pequenos e 
ovoides e tem 2,5 a 6,0 pm, podendo formar pequenas cadeias 
ramificadas, mas nao formam hifas. Podem apresentar capsula 
e nao formam compostos semelhantes ao amido. 

Genero Cryptococcus 

A caracteristica principal deste genero e a forma^ao de 
blastoconidios globosos, ovais ou raramente alongados (2,0 a 
15,0 pm), em regra, cercados por capsula mucopolissacaridica. 
Quanto maior a produ^ao de capsula, maior e a viscosidade da 
cultura. Algumas especies produzem pigmentos carotenoides. 
Degradam compostos fenolicos, por a$ao da fenol-oxidase, o 
que resulta em colonias de cor marrom quando na presen^a 
de tais compostos. Todas as especies hidrolisam ureia, assimi- 
lam D-glucuronato e inositol, com algumas exce^oes, nao tem 
capacidade fermentativa e produzem substancias semelhantes 
ao amido. 

Genero Rhodotorula 

Os blastoconidios das especies deste genero sao ovais, esfe- 
roidais ou alongados (1,6 a 15 pm) e se reproduzem por bro¬ 
tamento multilateral. Pseudomicelio ou micelio verdadeiro 
sao raramente formados. A maior caracteristica deste genero 
e a produ^ao de pigmentos carotenoides, que conferem cor 
salmao-alaranjada as colonias. Podem produzir capsula, resul- 
tando em cultura de aspecto mucoide. Hidrolisam a ureia, nao 
assimilam inositol, nao tem capacidade fermentativa e nao 
produzem substancias semelhantes ao amido. 

Genero Trichosporon 

Os blastoconidios de Trichosporon sao polimorfos, esferi- 
cos, ovais e cilindricos (3,0 a 20 pm), e sua reprodu^ao e feita 
por brotamento. O micelio pode ser abundante ou nao, mas 
sempre apresenta e artrosporado. As culturas sao, em geral, 
rugosas, sulcadas e asperas, de cor branca a amarelo-claro. 
Este genero deve ser diferenciado de Geotrichum , classificado 
como levedura segundo Kurtzman e Fell (1998). Especies de 
Geotrichum produzem somente hifas e artroconidios, sem 
blastoconidios. 

Genero Malassezia 

Neste genero sao incluidas especies lipofilicas, como o com- 
plexo M. furfur , que cresce somente em meios de cultura que 
contenham lipidios adicionais e especies que possam crescer 
em meios comuns de laboratorio, como M. pachydermatis. 

Malassazia sp. apresenta blastoconidios pequenos, glo¬ 
bosos, elipsoidais ou cilindricos, com reproduce tipica em 
base larga. Um micelio bem desenvolvido, ocasionalmente, e 


formado. Temperatura otima de crescimento: 35 a 37°C. Nao 
tem habilidade fermentativa. Mais recentemente, varias espe¬ 
cies foram descritas com base em caracteristicas morfologicas, 
fisiologicas e moleculares. 

Genero Pichia (ex-Hansenula) 

Duas especies deste genero tem sido associadas a doen^as 
humanas: P. anomala, relacionada com infec^oes sistemicas 
ligadas ao uso de cateteres, e R angusta (ex-E polymorpha )> 
ligada a linfonodos mediastinicos em crian^as com doen^a 
granulomatosa cronica. A textura das colonias e lisa a enru- 
gada, de cor branca, creme ou bege. Celulas brotantes mul- 
tilaterais sao observadas ao microscopio. Nenhuma das duas 
especies descritas aqui forma micelio ou pseudomicelio. Este 
genero caracteriza-se pela forma^ao de ascos com 1 a 4 ascos- 
poros em forma de chapeu. Todos os membros do genero sao 
nitrato-positivos, e testes de assimila^ao e fermenta^ao sao 
necessarios para a diferencia^ao especifica. 

► Metodologias auxiliares de 
diagnostico micologico 

No laboratorio de micologia, procura-se utilizar metodos 
sensiveis, especificos, simples, rapidos e economicos na detec- 
$ao e identifica^ao dos agentes patogenicos. Para o diagnos¬ 
tico dos microrganismos mais comuns, os metodos diretos 
de diagnostico com base na demonstra^ao do agente e/ou seu 
isolamento preenchem os requisitos necessarios, apresentando 
boa sensibilidade. No entanto, no caso de microrganismos 
oportunistas, de patogenos emergentes ou de crescimento res- 
trito em cultivo, esses metodos nao sao tao adequados, devido 
principalmente ao grande numero de especies e ao fato de que 
as caracteristicas usadas em sua analise sao complexas e fre- 
quentemente demandam bastante tempo, o que torna necessa- 
rio pessoal altamente treinado. 

Assim, o diagnostico de determinadas doen^as fungicas 
pode ser realizado por observances indiretas usando-se meto¬ 
dos sorologicos ou moleculares. 

- Testes imunologicos 

Nos ultimos anos, a pesquisa de anticorpos e antigenos no 
soro de pacientes mostrou ser de grande valor no diagnos¬ 
tico, prognostico e monitoramento da terapia antifungica. A 
pesquisa de anticorpos e importante em doen^as como para- 
coccidioidomicose, coccidioidomicose e histoplasmose e a 
pesquisa de antigeno fungico no soro, LCR e urina tem com- 
provada utilidade clinica em criptococose e histoplasmose. A 
detec<;ao de antigeno polissacaridico no soro e/ou LCR, pelo 
metodo de aglutinan&o de particulas de latex, e procedimento 
de escolha para diagnostico rapido de infecnao causada por C. 
neoformans. Ate o momenta, diversos kits estao disponiveis 
no mercado internacional, todos muito sensiveis e especificos. 
Ocasionalmente, falsos resultados, positivos e negatives, sao 
observados. Os melhores kits apresentam controles para fator 
reumatoide, para aumentar a especificidade do teste. Para vali- 
dar a sensibilidade, concentranoes variaveis de polissacaridios 
(15 ng/mf a 120 ng/mf), sao usadas como controle positivo. 
Alguns kits usam enzima pronase para digerir proteinas interfe- 
rentes na reanao, mas seu valor e discutivel e o controle do fator 
reumatoide e ainda necessario. Esse controle e feita com parti¬ 
culas de latex sensibilizadas com imunoglobina pre-imune. 
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Testes de aglutina^ao com particulas de latex e testes imu- 
noenzimaticos para a pesquisa de antigenos de Candida e 
Aspergillus sao tambem disponiveis comercialmente. Apesar 
de haver inumeros estudos e de alguns produtos ja estarem 
comercializados, o diagnostico imunologico de candidiase ou 
aspergilose invasiva ainda precisa de aperfei^oamento. 

- Metodos moleculares 

Nos ultimos anos, os metodos moleculares tornaram-se 
mais acessiveis e, em algumas situaqoes, eles deverao ser 
empregados. Maiores dificuldades diagnosticas sao observa- 
das nas doen^as oportunistas em pacientes imunocompro- 
metidos. Nesses casos, tanto os exames micologicos como os 
sorologicos podem ser ineficientes. Essas infec^oes progridem 
rapidamente neste grupo e sao frequentemente fatais se o tra- 
tamento nao for instituido precocemente. Assim, metodos 
mais sensiveis e rapidos sao necessarios para realizar o diag¬ 
nostico mais prontamente. Esses metodos sao empregados nos 
seguintes aspectos do diagnostico micologico: 

■ Identificaqao de fungos em nfvel de especie por meio de 

alvos de relevancia taxonomica 

■ Diagnostico clinico precoce de infecqoes fungicas invasi- 

vas 

■ Detecqao de mecanismos moleculares de resistencia aos 

antifungicos 

■ Tipagem molecular de fungos. 

A detec^ao de acidos nucleicos baseia-se, inicialmente, em 
metodos de amplifica^ao como o PCR ou outro sistema, para 
se obter numero suficiente de copias para sua detec^ao. Em 
materials biologicos, o numero de celulas fungicas pode ser 
limitado e pode haver tambem populates mistas, como no 
caso de secre^oes respiratorias. Podem ocorrer DNAases e 
RNAases, que degradam acidos nucleicos de celulas fungicas, 
assim como inibidores de passos da amplifica^ao podem inter- 
ferir em sua detec^ao em especimes clinico s. Esses problemas 
estao sendo contornados paulatinamente, e metodologias 
para melhor concentra^ao e purificaqao de acidos nucleicos 
de especimes clinicos estao em pleno desenvolvimento. Nessa 
area, varios trabalhos oferecem essa possibilidade. No entanto, 
essa metodologia ainda nao esta amplamente disponivel e 
os custos ainda sao altos. Algumas dessas tecnicas estao dis¬ 
poniveis na pratica clinica didria. Esses metodos podem ser 
inseridos na rotina dos laboratorios clinicos para complemen- 
tar a informa^ao fornecida pelos metodos convencionais e, 
acima de tudo, para ajudar no diagnostico de casos duvidosos. 
Atualmente existem varios protocolos para a prep ara^ao das 
amostras, mas nenhum metodo universal foi descrito como 
ideal para a extra^ao, purificaqao e concentra^ao do DNA 
do fungo em especimes clinicos. O DNA de fungos pode ser 
extraido e purificado a partir de diferentes amostras clbiicas. 
No entanto, a eficiencia dos metodos de diagnostico molecular 
aplicados a diferentes tipos de amostras clinicas podem nao 
ser equivalentes. 

Metodos moleculares para diagnostico baseados na rea- 
9&0 em cadeia da polimerase (PCR) e a tecnologia de sondas 
DNA/RNA sao empregadas tanto no diagnostico quanto na 
tipagem molecular. O metodo classico, embora seja a pedra 
angular no diagnostico das micoses, pode levar a dificulda¬ 
des na identifica^ao dos fungos. Hoje estao disponiveis siste- 
mas comerciais para algumas das doen^as fungicas. A coleta 
da amostra e essencial, e os testes podem ser realizados em 
amostras do sangue periferico, fluidos corporais, materials 


obtidos por meio de pun^ao, tecidos frescos e tecidos embe- 
bidos em parafina. As tecnicas moleculares tambem podem 
ser empregadas na determina^ao de resistencia antimicro- 
biana, no monitoramento de doen^as por meio da quantifi- 
ca^ao da infec^ao e em estudos epidemiologicos. Para a rea- 
liza^ao da PCR utiliza-se uma enzima termoestavel (DNA 
polimerase) que, na presen^a de um par de oligonucleoti- 
dios iniciadores ( primers ) e dos nucleotidios que compoem a 
molecula de DNA, amplifica a regiao de interesse a partir de 
uma pequena quantidade de DNA. A grande vantagem des¬ 
ses metodos e a alta sensibilidade e disponibilidade rapida 
dos resultados, o que poderia servir como um importante 
pre-requisito para o inicio precoce da terapeutica antifun¬ 
gi ca. Atualmente, diferentes plataformas moleculares estao 
disponiveis para a detecqao do fungo e para a identifica^ao 
das especies. Exemplos de formatos usados incluem PCR 
padrao, PCR-ELISA, PCR em tempo real (RT-PCR), PCR 
nested, PCR multiplex seguida de microarranjos de DNA, 
a analise de fragmentos de tamanho variavel em regioes 
do genoma do fungo, sequenciamento de DNA, hibridiza- 
9&0 de sondas especificas ligadas a microesferas (tecnologia 
Luminex) e pirossequenciamento. 

RT-PCR utiliza uma enzima chamada transcriptase reversa 
para converter uma amostra de RNA em cDNA antes da etapa 
de amplifica^ao por PCR, o que permite analises de expressao 
genica. PCR nested, que emprega uma segunda etapa de ampli- 
fica^ao com um par de iniciadores internos aos utilizados na 
primeira etapa e visa aumentar a sensibilidade e especificidade 
do metodo. Ja PCR multiplex e uma rea^ao de amplifica^ao 
desenhada para detectar multiplas sequencias-alvo em uma 
mesma amostra. A PCR a partir de iniciadores randomicos 
utiliza sequencias curtas de oligonucleotidios para amplificar 
regioes repetitivas do DNA genomico e e bastante empregado 
em estudos epidemiologicos. Finalmente, a PCR em tempo 
real permite que a amplifica^ao e a detec^ao ocorram simulta- 
neamente, em um sistema fechado, sendo necessario para isso 
um termociclador com sistema de monitoramento de emissao 
de fluorescencia. Essa tecnica e empregada para a quantifica- 
9&0 de amostras, como o monitoramento de doenqa residual 
minima. 

Pode-se separar os testes em duas vertentes: qualitativos e 
quantitativos. Os testes qualitativos visam dar um diagnostico 
da presen^a ou ausencia de infec^ao, normalmente provendo 
altfssima sensibilidade e especificidade. Ja os testes quantitati¬ 
vos tern a fun^ao de monitorar a terapeutica. A reprodutibili- 
dade do teste e a observa^ao de boas praticas laboratoriais e 
de cuidados especificos para exames moleculares sao extrema- 
mente importantes. Nesse contexto, o controle de qualidade 
externo e uma das ferramentas que o laboratorio deve utilizar 
para a verificaqao da qualidade de seus processos, promovendo 
ajustes quando necessario. 

Atualmente, os testes com base em PCR sao o metodo 
mais comumente utilizado para identificar se a doen^a 
e causada por fungo ou nao, ou mais especificamente o 
genero, a especie e a ate carga fungica. Os genes mais comu¬ 
mente usados como alvo incluem os genes ribossomicos 
(rDNA 18s, 28s rDNA, ITS2 e regioes ITS 1 ) e, menos fre¬ 
quentemente, os genes mitocondriais. Os genes escolhidos 
devem estar presentes em numero de copias multiplas no 
genoma do fungo, aumentando assim a sensibilidade de 
detec^ao. Em geral, metodos de diagnostico molecular com 
genes multicopies sao mais sensiveis do que com genes de 
copia unica. Os genes ribossomais foram empregados a fim 
de maximizar a sensibilidade e especificidade. Eles contem 
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sequencias conservadas que sao comuns a todos os fungos, 
e tambem dominios variaveis e altamente variaveis como a 
regiao ITS. As sequencias conservadas podem ser usadas 
para indicar que se trata de infec^ao fungica, enquanto as 
sequencias variaveis podem ser aproveitadas para a identi- 
fica^ao. 

O uso de sequencias oriundas da regiao ribossomica, como 
18S rRNA, 28S rRNA, 5,8S rRNA e ITS, oferecem a possi- 
bilidade de detec^ao de ate 2 a 10 celulas/mf de sangue. No 
entanto, em amostras clfnicas a sensibilidade e menor. O uso 
da biologia molecular propicia a identifica 9 ao mais rapida de 
bolores e leveduras, em compara^ao com metodos fenotipicos. 
A sensibilidade e relativamente boa e pode amplificar orga- 
nismos nao viaveis. Devido a rapidez do resultado, uma das 
vantagens e poder iniciar mais precocemente a aplica^ao de 
terapia apropriada. 

Os testes moleculares sao tambem aplicados a estudos epi- 
demiologicos por tecnicas denominadas “DNA fingerprint ” 
Assim, pode-se saber a possivel origem de uma cepa em surtos 
ocorridos em hospitals ou outros locais. Outra possibilidade e 
o seu uso em tecnicas de hibridiza^ao in situ em cortes histo- 
logicos. 

Assim, os testes moleculares podem ser rapidos, especificos 
e relativamente economicos. Sao especialmente uteis em casos 
de microrganismos nao cultivaveis ou de crescimento lento, 
pleomorficos, oportunistas ou raros. 

Por outro lado, os resultados devem ser criteriosamente 
analisados para assegurar a validade dos achados, prin- 
cipalmente quando se trata de especimes clfnicos com 
infec^oes mistas, como escarro ou secre^oes de outros 
locais nao estereis, bem como no acompanhamento da 
terapeutica. 

- Testes de sensibilidade a antifungicos 

Para a terapia das infec^oes fungicas existem varios far- 
macos antifungicos com atividade e espectro de a^ao dis- 
tinta. Anfotericina B, 5-fluorcitosina, imidazois (cetonazol, 
miconazol), triazois (fluconazol, itraconazol, voriconazol, 
ravuconazol, posaconazol), equinocandinas (caspofiin- 
gina, micafungina, anidulafungina) e alilaminas (terbina- 
fina, butenafina) sao os mais utilizados. Para orienta^ao da 
melhor conduta terapeutica, metodos para determina^ao in 
vitro de resistencia a farmacos podem ser utilizados na pra- 
tica clinica, e a crescente disponibilidade de metodos comer- 
ciais tern viabilizado seu uso em laboratories assistenciais. 
Na Figura 32.9 e apresentada uma proposta de algoritmo 
com base em metodos de referenda, para determina^ao da 
sensibilidade de leveduras aos principals antifungicos para 
infec^oes invasivas. 

Os testes de sensibilidade a antifungicos (TSA) passa- 
ram por longo e complexo processo de padroniza^ao no 
final do seculo passado. O Clinical Laboratory Standard 
Institute (CLSI), ate 2005 denominado NCCLS (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards), nos 
Estados Unidos, contribuiu de modo significative para 
a normatiza^ao de tecnicas de referenda. Metodos para 
avalia^ao da suscetibilidade das principals leveduras e 
fungos filamentosos de interesse medico estao publicados 
e sao, continuamente, aperfei^oados (Quadro 32.7). No 
entanto, os pontos de corte para interpreta^ao dos resul¬ 
tados ( breakpoints ) estao definidos apenas para o genero 
Candida diante de um numero consideravel de antifun¬ 
gicos. 


Levedura em 
cultura pura 


AS* sem cloranfenicol Congelamento 

24 h/35 h ± 2°C -20°C ate -80°C 

Disco-difusao em Mueller-Hinton 
com azui cfe metileno {Doc. M44-A2) 


24 h/35 h ± 2°C 


Resultado indefinido por Controle de qualidade 

influencia de trailing com cepa padrao 

Novo teste com leitura 
em prazo menor 


Resultado: intermediario Resultado: resistente 

__ 

Laudo: isolado sensivel Confirmatfo por mdtodo de referenda 

realizado em laboratorio de referenda 

Figura 32.9 Algoritmo para teste de triagem da suscetibilidade de 
isolados de Candida spp. ante fluconazol e voriconazol. AS = agar Sa- 
bouraud. 


Os metodos de referenda sao recomendados para ava- 
lia^ao de atividade inibitoria de anfotericina B, 5-fluorci- 
tosina, cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol, 
posaconazol, ravuconazol e equinocandinas. O meio de 
cultura liquido, sintetico e quimicamente denominado 
Roswell Park Memorial Insititute (RPMI), e o recomendado 
para a dilui^ao da solu 9 ao-mae dos antifungicos e prepa- 
ra 9 ao do inoculo. A incuba 9 ao da rea 9 ao e feita a tempe- 
ratura de 35°C durante 24 a 72 h, conforme o crescimento 
da especie. Cepas-controle sao obrigatdrias para todos os 
testes. A Figura 32.10 ilustra duas placas de microtitula 9 ao 
que contem testes de suscetibilidade para leveduras e fun¬ 
gos filamentosos demacios. 

A ultima versao do documento para fungos filamentosos 
recomendaosparametrospara testes com Aspergillus, Fusarium, 
Rhizopus arrhizus e outros zigomicetos, Pseudallescheria boydii 
(fase perfeita de Scedosporium apiospermum\ Trichophyton , 
Microsporum, Epidermophyton, Scedosporium prolificans, fun¬ 
gos demacios e Sporothrix schenckii na fase filamentosa. Os 
antifungicos inclufdos no metodo foram fluconazol, cetoco¬ 
nazol, itrazonazol, voriconazol, ravuconazol, posaconazol, 
flucitosina, anfotericina B, terbinafina, griseofulvina, ciclopi- 
rox e equinocandinas (anidulafungina, caspofungina, mica¬ 
fungina). 

Testes com os fungos dimorficos Blastomyces dermatiti- 
dis, Coccidioides immitis, Coccidioides posadasii, Histoplasma 
capsulatum variedade capsulatum e Penicillium marneffei nao 
foram, e nem sao ainda hoje, recomendados. 
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Quadro 32.7 ■ Documentos atuais de referenda para execu;ao e interpreta^ao de resuitados de testes de suscetibilidade a antifungicos. 


Anoda 


Agente 

Metodo 

Documento de referenda 

Autoria 

publica^ao 

Candida spp. 

Discodifusao 

M44-A2 

Suplemento 

M44-S3 

CLSI 

2009 

Candida spp. 

Cryptococcus neoformans 

Microdiluigao 

M27-A3 

Suplemento 

M27-S3 

CLSI 

2008 

Leveduras fermentadoras ( Candida spp.) 

Microdiluigao 

E.DEF. 7.1 

EUCAST 

] 2008 

Candida spp. 

Microdiluigao 

Nota tecnica sobre fluconazol 

EUCAST 

) 2007 

Candida spp. 

Microdiluigao 

Nota tecnica sobre voriconazol 

EUCAST 

2008 

Aspergillus spp., Alternaria spp., Bipolaris spp., Fusarium spp., Paecylomyces spp., Rhyzopus 
oryzae e outros Mucorales, Pseudallescheria boydii e Scedosporium proflificans 

Discodifusao 

M51-P 

Suplemento 

M51-S1 

CLSI 

2009 

Aspergillus spp., Fusarium spp., Peudallescheria boydii, Sporothrixschenckii (fase filamentosa), 
dermatofitos, Scedosporium prolificans, fungos demacios e zigomicetos 

Microdiluigao 

M38-A2 

CLSI 

2008 

Fungos filamentosos esporulados 

Microdiluicao 

I E.DEF. 9.1 

EUCAST 

2008 


CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute (www.clsi.org); EUCAST = EUCAST Subcommittee on AntifungaI Susceptibility Testing (EUCAST AFST) [www.eucast.org). 



Figura 32.10 Metodo de referenda de microdiluigao realizado em placas de microtitulagao para a determinate) da sensibilidade de leveduras 
e fungos demacios. (Gentileza de Maria Walderez Szeszs.) 


O European Committee on Antifungal Susceptibility Testing 
(EUCAST), da European Society of Clinical Microbiology and 
Infectious Diseases (ESCMID), dedicou-se a estudar os para- 
metros propostos para os metodos de referenda e a propor 
altera^oes com vistas a melhoria do teste. Alem disso, esse 
comite europeu desenvolveu estudos para definir breakpoints 
e aprovou metodos tambem considerados de referenda para 
leveduras fermentadoras e fungos filamentosos, com proposta 
de novos pontos de corte. O Quadro 32.8 mostra os distintos 
pontos de corte segundo os metodos de referenda. A diferen^a 
nos valores propostos deve-se, principalmente, aos proces¬ 


ses distintos utilizados para a defini^ao dos pontos de corte 
(Quadro 32.9). Para o comite europeu, na determinate de 
pontos de corte, uma das fases primordiais e a constru^ao da 
curva normal dos valores de concentra^ao inibitoria minima 
(CIM) encontrados para isolados considerados selvagens (sem 
mecanismo de resistencia adquirida). Isolados que apresen- 
tam resistencia (nao selvagens) podem ser identificados por 
sua menor suscetibilidade quando comparada ao maior valor 
de CIM da popula^ao selvagem. O comite EUCAST definiu o 
valor maximo de CIM da populate selvagem como o ponto 
de corte epidemiologico (epidemiological cut-off value). 


Quadro 32.8 ■ Pontos de corte {breakpoints) dos principals antifungicos segundo os organs de referenda norte-americano CLSI e europeu 
EUCAST para sensibilidade (mg//) de leveduras do genero Candida . 


CLSI EUCAST* 


Antifungico 

Sensivel 

S-DD a 

Resistente 

Nao sensivel 

Sensivel 

Intermediario 

Resistente 

Fluconazol 

<8 

16 a 32 

>64 

—> 

<2 

4 

>4 

Itraconazol 

<0,125 

0,25 a 0,5 

| > 1 | 

•— 

Nl 

j Nl ■ 

Nl 

Voriconazol 

<1 

2 

>4 ] 

— 

<0,125 

— 

>0,125 b 

Caspofungina 

<2 

Nl 

Nl 

>2 

Nl 

Nl 

Nl 

Micafungina 

<2 

Nl 

| Nl 

>2 ] 

Nl 

Nl 

Nl J 

Anidulafungina 

<2 

Nl 

Nl 

>2 

Nl 

| Nl 

Nl 

5-fluorcitosina 

<4 

8 a 16 

>32 

— 

Nl 

Nl 

Nl Jl 


*Pontos de corte apticaveis para Candida albicans, Candida tropkaiis e Candida parapsiiosis; a S-DD = suscetibilidade dependente da dose; b Vaiones de CIM acima de 0,125 mg I£ sao raros e, por isso, outras categories ainda nao podem ser 
definidas. No entanto, ate que se tenha evid^ncia sobre a evolu^ao dfnica relacionada com isolados com CIM acima desse valor, estesdevem ser dassifkados como resistentes; Nl ~ nao indicado at£ o momenta 
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Quadra 32.9 • Etapas do processo de definite de pontos de corte (breakpoints) segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e 
o European Subcommittee on Antilungal Susceptibility Testing (EUCAST). 


Etapas 

EUCAST 

CLSi 

1 

Identificagao das dosagens mais usadas em cada pais europeu 

Exame dos dados microbiologicos disponiveis 

2 

Definigao do perfil de suscetibilidade da populagao selvagem (wild type} de cada 
espeeie. Determinagao dos pontos de corte (cut-offs) epidemiologicos 

Conhecimento dos mecanismos de resistencia, sua relagao com valores de QM 
e evolugao dmica 

3 

Examefarmacocinetico 

Exame dosparametrosfarmacocineticos pertinentes 

4 

Exame da farmacodinamica, induindo a simulagao de Monte Carlo 

Exame dos parametrosfarmacodinamicos 

5 

Estudo da correlagao entre valores de CIM e evolugao ciinica de casos tratados com 
o antifungico 

Analise de dados de evolugao ciinica 


Adaptado de Cuenca-Estrella e Rodriguez-Tudela, 2010. 


Os esfor^os empreendidos pelo CLSI, assira como pelo 
EUCAST, no desenvolvimento de metodos de referenda tem 
como princlpios estabelecer procedimentos reprodutfveis, que 
deem resultados comparaveis e que possam ser interpretados sob 
o ponto de vista clinico. Embora os metodos norte-americanos e 
europeus apresentem diferen^as metodologicas (Quadro 32.10) 
em certos aspectos, os resultados sao similares e apresentam 
concordancia > 92% para os principals antifungicos. 

Os metodos de referenda, por suas caracteristicas, sao 
complexos e trabalhosos e, por isso, sao destinados apenas a 
laboratories especializados e que executam rotineiramente 
esses testes. O papel atual dos testes de referenda para deter- 
mina^ao de suscetibilidade a antifungicos pode ser resumido 
nas seguintes fungbes: 

■ Desenvolver pontos de corte ( breakpoints ) para a interpre- 
ta^ao dos resultados dos testes 

■ Monitorar a resistencia a antifungicos 

■ Prover protocolo padronizado de base para avalia^ao e 
compara^ao de novas tecnicas ectro de a^ao de novos far- 
macos antifungicos 

■ Determinar a suscetibilidade de especies incomuns e emer- 
gentes. 

A padroniza^ao de metodos para leveduras e fiingos fila- 
mentosos, pelo CLSI e o EUCAST, serviu para o desenvolvi¬ 
mento de muitos sistemas comerciais automatizados e semiau- 
tomatizados com base em difusao em agar ou em tecnicas com 


indicadores colorimetricos de oxirredu^ao, que constituem 
boas alternativas para a determina^ao de resistencia em labora¬ 
tories assistenciais, de analises clinicas e hospitalares. A maio- 
ria dos microbiologistas prefere usar sistemas comerciais que 
apresentem vantagens, como simplicidade tecnica, economia 
de reagentes e produ^ao de resultados rapidos (24 a 48 h). 

O metodo de discodifusao em agar, descrito nos docu- 
mentos da serie M44 (CLSI) e utilizado para a determina^ao 
da suscetibilidade de leveduras do genero Candida diante de 
fluconazol e voriconazol, e considerado referenda e pode ser 
us ado para a triagem de isolados sensrveis, intermediaries 
e sensiveis. Para o teste, e empregado agar Mueller-Hinton 
suplementado com 0,2% de glicose e 0,5 |ig/mf de azul de 
metileno. O documento mais recente (M44-A2), publicado 
em 2009, inclui criterios de interpreta^ao para os diametros 
de halos obtidos com discos de fluconazol, caspofungina e 
voriconazol. Um controle de qualidade deve ser realizado con- 
templando valores esperados para as cepas padrao desses anti¬ 
fungicos. Seus resultados, no entanto, devem ser monitorados 
pelo metodo de dilui^ao em meio liquido (CLSI ou EUCAST). 
Os discos podem ser preparados no proprio laboratorio ou ser 
adquiridos no comercio (Sensifimgidisc®, CECON BR; Neo- 
Sensitabs®, Rosco, Su; Discos de fluconazol, Instituto Malbran, 
Ar). A leitura automatizada (Wideryst®, Soria Melguizo, 
Espanha) tambem pode ser empregada para leitura dos halos 
de inibigao, mas apresenta limitagbes serias no caso de isola¬ 
dos com crescimento residual (fenomeno trailing ). 


Quadro 32.10 • Diferen^as entre os metodos de referancia norte-americano CLSi e europeu EUCAST, para determinagao de resistenda em 
leveduras. 


Caracteristicas 

M27-A3 (CLSI, 2008) 

E.DEF.7,1 (EUCAST, 2008} 

Forma das placas de microtitulagao 

Fundo redondo 

Fundo piano 

Concentragao de glicose no meio de cultura RPM11.640 
em 0,165 M MOPS, pH 7 

0,2% 

2% glicose 

Concentragao do inocuio (ufc/mi?) 

0,5 a 2,5 x W J 

0,5a2,5x10 5 

Tempo deincubagao 

Candida spp. 24-48 h 

Cryptococcus neoformans 72 h 

Candida spp. 24 h 

Leitura da reagao da inibigao 

Visual 

Espectrofotometrica (leitora de placas) 

Ponto de leitura da reagao de inibigao (endpoint) para 
anfotericina B 

Menor concentragao que inibe total mente o crescimento 
(pontuagao zero de crescimento), oriffcio opticamente daro 

Menor concentragao gue inibe 90%, ou mais, do 
crescimento azois: redugao de 50% 

Ponto de leitura da reagao de inibigao ( endpoint ) para 
drogas azolicas, equinocandinas e 5 fluorcitosina 

Menor concentragao que inibe significativamente, 
ou mais, o crescimento (pontuagao 2+ de turbidez), 
inibigao proem inente 

Menor concentragao que inibe 50%, ou mais, do 
crescimento, em comparagao com aquele obtido no 
controle positivo (sem antifungico) 


CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute, dtspomvel em: www.clsi.opg; EUCAST - Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testing, dispontvel em: www.eucast.org. 
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O teste comercial, tambem fundamentado em difusao em 
agar, que emprega fita impregnada (Etest®, AB Biodisk, Suecia) 
com concentrates definidas de determinado antifungico, 
apresenta resultados confiaveis de CIM, desde que utilizado 
por tecnicos capacitados. A correlagao entre os resultados 
obtidos por esse teste e aqueles de metodos de referenda varia 
de modo consideravel, dependendo da especie e do antifun¬ 
gico empregado. Assim, e obrigatorio o controle de qualidade 
externo com metodo de referenda (CLSI ou EUCAST). 

O metodo de microdiluigao ja esta disponivel no comercio 
internacional (Sensititre YeastOne®, Trek Diagnostic Systems, 
EUA). 

Outros metodos automatizados ou semiautomatizados 
(ASTY®, Kyokuto Inc; Fungitest*, Bio-Rad; Vitek®, BioMerieux; 
ATB Fungus®, BioMerieux) foram amplamente avaliados em 
estudos que mostram alto grau de concordancia com metodos 
de referenda. 

Vale ressaltar que a determinagao do perfil de suscetibili- 
dade de especies raras e emergentes deve ser restrita a labo¬ 
ratories de referenda, tendo como base os procedimentos de 
referenda. 

A identificagao da especie de um determinado agente etio- 
logico, na grande maioria das vezes, permite a abordagem 
terapeutica adequada ante o perfil conhecido do patogeno em 
questao. Para especies com suscetibilidade variavel, ou impre- 
visivel, ou em casos refratarios ao tratamento, ou mesmo 
naqueles submetidos a profilaxia com antifungi cos, o teste de 
suscetibilidade deve ser realizado com sistemas comerciais 
para o manejo de casos particulars. 

Os sistemas disponiveis no comercio sao uteis, particular- 
mente, para indicar isolados de Candida spp. resistentes, in 
vitro, ao fluconazol e outros farmacos azolicos. Discrepancies 
substanciais entre valores de CIM desses farmacos obtidos 
por sistemas comerciais sao incomuns e erros graves (isola¬ 
dos resistentes classificados de modo incorreto como sensiveis 
por sistema comercial) sao relatados em taxas inferiores a 5%. 
Alguns desses sistemas mostraram-se uteis para detectar cepas 
insensiveis as equinocandinas. A identificagao de isolados 
resistentes a anfotericina B, no entanto, parece ser mais diffcil, 
mesmo porque os metodos de referenda sao falhos na detec- 
gao de tais fenotipos e, desse modo, comparagoes fidedignas 
nao podem ser realizadas ate o momento. Procedimentos para 
avaliagao da eficacia fungicida in vitro da anfotericina B, como 
concentragao fungicida minima e curvas de morte, sao indica- 
dos na literatura, mas ainda carecem de padronizagao e inter- 
pretagao para indicagao de seu uso na pratica cllnica. 

Os metodos de referenda, alem de terem pouca sensibili- 
dade para indicar cepas resistentes a anfotericina B, provavel- 
mente devido aos procedimentos empregado s, ainda apresen- 
tam outros problemas de ordem tecnica, como, por exemplo, 
pouco crescimento de cepas de Cryptococcus neoformans. 
Porem, o maior deles e, sem duvida, o crescimento residual 
do inoculo de certos isolados, atribuido a agao fungistatica do 
farmaco. A esse fenomeno, denominado trailing, e atribuida a 
grande maioria dos erros em testes de sensibilidade a farmacos 
azolicos e 5-fluorcitosina em ensaios com Candida tropicalis 
e Cryptococcus neoformans. Para outras especies, o fenomeno 
tambem pode ocorrer. Em metodos que empregam agar, o 
fenomeno resulta na formagao de microcolonias coalescentes 
(Figuras 32.11 a 32.13) ou colonias isoladas dentro do halo 
de inibigao (Figura 32.14). No metodo de diluigao em meio 
liquido, verifica-se crescimento (turbidez) residual do isolado 
em concentrates acima da CIM. Trailing induz resultados 
falsos de resistencia em testes realizados por tecnicos pouco 



Figura 32.11 Metodo de discodifusao com Candida tropicalis sensfvel a 
anfotericina B eapresentando trailing ao fluconazol, caracterizado por 
microcolonias isoladas dentro do halo de inibigao. 



Figura 32.12 Fenomeno trailing em teste de suscetibilidade por dis¬ 
codifusao ao fluconazol em isolado de Cryptococcus neoformans. Sob 
efeito trailing a cultura e parcialmente inibida e forma um anel de mi¬ 
crocolonias dentro do halo de inibigao de fluconazol. {Gentileza de 
Allan Antonio Kubo.) 

experientes. Isolados resistentes (Figura 34.15) devem ser dis- 
tinguidos de isolados com sensiveis que apresentam o feno¬ 
meno trailing em testes com substancias fungistaticas. 

Ao lado de todos esses desafios, a questao maior que se 
impoe no estudo da suscetibilidade aos antifungicos por meto¬ 
dos de referenda e a carencia de pontos de corte para interpre¬ 
tar os resultados de CIM. As falhas terapeuticas relacionadas 
com o encontro de altos valores de CIM reforgam a premencia 
da definigao da correlagao clinicolaboratorial. Com pontos de 
corte definidos pode-se monitorar e verificar tendencias das 
taxas de resistencia de especies novas, bem como daquelas ja 
tradicionalmente reconhecidas como patogenos. 

Um dos grandes marcos foi o relate de cepas resistentes de 
especies de Candida ao farmaco mais usado para infeegoes 
fungicas, o fluconazol. Houve grande preocupagao sobre o 
incremento de resistencia devido ao uso abusivo desse anti¬ 
fungico. A resistencia, no entanto, foi amplamente documen- 
tada em isolados obtidos de individuos com AIDS e quadro 
recorrente de candidiase orofaringea, sendo incomum em 
amostras de hemocultura, como Candida albicans, Candida 
tropicalis e Candida parapsilosis. No entanto, outras especies 
sao, intrinsecamente, resistentes a fluconazol ( Candida krusei ) 
e outras especies podem desenvolver, rapidamente, resistencia 
secundaria (Candida glabrata ). 
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Figura 32.13 A. Metodo de discodifusao para a determinagao de sus- 
cetibilidade de iso la do de levedura por metodo de difusao por fitas 
impregnadas. B. Fenomeno trailing (microcolonias) dentro das duas 
elipsesformado pela inibigao parcial dosfarmacosazolicos. (Gentileza 
de Maria Walderez Szeszs.) 



Figura 32.14 Fenomeno trailing caracterizado por colonias isoladas 
dentro do halo de inibigao ao fluconazol. (Gentileza de Kayzer Jose 
Ferrei ra Alves.) 



Figura 32.15 Exemplo de Isolado resistente ao fluconazol em metodo 
de discodifusao. (Gentileza de Aparecida de Fatima Meneghin.) 


As taxas de resistencia em isolados de hemocultura, dada 
a gravidade das infecgoes de corrente sanguinea por leve- 
duras, sao continuamente monitoradas em diversos paises e 
continentes. Alguns excelentes estudos de vigilancia popu- 
lacional foram publicados sobre a etioJogia das candidemias 
e as taxas de resistencia aos principals antifungicos. Muitos 
desses estudos, realizados na America do Norte, indica- 
ram acrescimo significativo de especies de Candida com 
resistencia ao fluconazol, em particular, C. glabrata. Em 
2.019 pacientes com candidemia comprovada, internados 
em 23 centra s hospitalares, foram avaliados evolugao clinica 
e dados de laboratorio. Candida albicans foi a especie mais 
comumente identificada (45,6%); entretanto, o conjunto 
de especies nao C. albicans superou essa especie (54,4%), 
sendo constituido de C. glabrata (26%), C. parapsilosis 


(15,7%), C. tropicalis (8,1%) e C. krusei (2,5%). No entanto, 
na maior parte dos estudos de vigilancia ativa, a porcenta- 
gem de especies consideradas resistentes a fluconazol, como 
G glabrata e C. krusei, situa-se abaixo de 15%. E de grande 
importancia o conhecimento desse dado, segundo a regiao 
geografica, pois a terapia empfrica com fluconazol nao deve 
ser recomendada nas regioes com maior numero de casos 
de candidemia. 

Quando sao usados os pontos de corte especificos de cada 
comity - CLSI ou EUCAST -, as taxas de resistencia para flu¬ 
conazol e voriconazol, descritas na literatura mundial, sao 
semelhantes, independentemente do metodo empregado nos 
estudos. Um panorama dos relatos de resistencia aos princi¬ 
pals azois usados no tratamento das candidiases invasivas e 
apresentado no Quadra 32.11. 
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Quadra 32.11 • Taxas de resistencia em isolados de leveduras 
causadores de infeqoes invasivas ante fluconazol e voriconazol 
segundo metodologia de referenda. 


Metodologia 


Especie Antifungico CLSI EUCAST 


C. albicans 

Fluconazol 

1% 

l 1% 


Voriconazol 

<0,5% 

<0,5% 

C parapsilosis 

Fluconazol 

3% 

jl% 


Voriconazol 

<0,5% 

| < 0,5% 

C. tropicalis 

Fluconazol 

4% 

4% 


Voriconazol 

<0,5% 

<0,5% 


Para a anfotericina B, as taxas de resistencia ainda nao 
foram definidas e e empregado, na maioria dos estudos, o 
valor de CIM > 2 |ig/m/ para indicar isolados resistentes. 
Dada a inexistencia desse parametro interpretative, e impor- 
tante conhecer os valores de CIM encontrados em testes 
com as principais especies de leveduras de interesse medico 
para balizar os resultados obtidos na rotina laboratorial 
(Quadro 32.12). 

Altos valores de CIM de equinocandinas (CIM > 4 mg It) 
sao raros, mesmo entre isolados de C. parapsilosis e C. guiltier- 
mondii, especies consideradas menos sensiveis in vitro a esses 
farmacos. Esses valores maiores foram descritos em menos de 
1 % de isolados clinicos de C. parasitosis, tanto para caspofun- 
gina quanto para micafungina, e em porcentagem de 7% para 
anidulafungina. Deve-se ressaltar que a resistencia in vitro a 
equinocandinas deve ser confirmada pela detec^ao de muta- 
9&0 no gene FKS1, desde que os pontos de corte parecem ser 
inadequados para classificar muitos isolados com valor alto de 
CIM. 

Em rela^ao a outros generos de leveduras de interesse 
medico, os dados sao ainda limitados, ate mesmo por sua 
menor incidencia. E notorio, porem, o aumento de relatos de 
isolados clinicos de Cryptococcus neoformans e C. gattii resis¬ 
tentes ao fluconazol. 

A prevalencia de resistencia in vitro em cepas de fungos fila- 
mentosos e pouco conhecida. Pontos de corte para uso clinico 
nao foram, ainda, estabelecidos para esse grupo heterogeneo 
de fungos, e muitos especialistas utilizam os pontos de corte 
epidemiologicos (cut-offs) da popula^ao selvagem para inter¬ 
pretar resultados de CIM, em especial para Aspergiltus fumi- 
gatus, diante de farmacos azolicos (www.eucast.org). Segundo 
o valor maximo de CIM encontrado para essa especie, a taxa 
de resistencia in vitro e baixa, apesar de nao existirem muitos 
estudos epidemiologicos bem delineados para essa avalia^ao. 
Alguns paises registraram taxas de resistencia in vitro ao redor 


de 5%, tanto ao itraconazol quanto ao voriconazol. A porcen¬ 
tagem de resistencia a esses farmacos pode chegar ao dobro 
em paises como a Holanda. A resistencia in vitro a anfotericina 
B, por outro lado, e muito frequente em isolados clinicos de 
Aspergiltus terreus. 

Cepas multirresistentes de fungos filamentosos oportunis- 
tas, em particular entre isolados de zigomicetos, Fusarium spp. 
e Scedosporium spp., sao, constantemente, descritas. Muitos 
atribuem essa ocorrencia ao uso maci^o de voriconazol para o 
tratamento de aspergilose invasiva, em certas regioes, e alguns 
a relacionam com o uso emplrico de equinocandinas para a 
terapia de infeojoes fungicas invasivas. A hipotese mais plau- 
slvel e de que o aumento significativo desses agentes deve-se 
a prevalencia cada vez maior de fatores predisponentes, dado 
que a maior parte dos pacientes com infec^oes oportunistas 
por esses fungos foi submetida a quimioterapia imunossupres- 
sora ou transplantes de celulas hematopoeticas ou orgaos soli- 
dos. Ao lado desses fatores, deve-se lembrar que a descoberta 
de novos antifungicos, com distintos mecanismos e espectro 
de a^ao, foi acompanhada por grande desenvolvimento de tec- 
nicas acuradas de diagnostico e identifica^ao de especies que 
podem ter sido subestimadas ate anos recentes. 

A vigilancia de fenotipos de resistencia em patogenos 
emergentes, bem como nos tradicionais, deve ser realizada 
com metodos de referenda, levando-se em conta as distintas 
propostas de pontos de corte dos comites. Importantes dados 
sobre infec^oes fungicas sao fornecidos por estudos epidemio- 
logicos que mostram diferen^as marcantes entre paises, tanto 
na distribui^ao de especies quanto na suscetibilidade a anti¬ 
fungicos, o que ressalta a necessidade de a^oes de vigilancia. 
A prescri^ao de antifungicos com base em dados obtidos de 
inqueritos epidemiologicos realizados em outras areas geo- 
graficas e incorreta. Por exemplo, alguns estudos mostraram 
aumento de incidencia de especies de Candida resistentes a 
fluconazol em certos paises. Entretanto, em outras regioes 
foi notificado incremento de infec^oes por especies sensiveis, 
como C. parapsitosis , e insignificante aumento nataxa de resis- 
tencia in vitro a farmacos azolicos. Em rela^ao a outros anti¬ 
fungicos, as taxas de resistdneia sao muito baixas quando os 
pontos de corte do CLSI ou EUCAST sao usados para inter¬ 
pretar resultados de CIM. 

Um dos grandes desalios no que diz respeito a resistencia a 
antifungicos e a identifica^ao de multirresistencia em agentes 
de micoses invasivas causadas por especies pouco frequentes, 
como Rhodotorula, Trichosporon, Saccharomyces , Geotrichum, 
Fusarium e Scedosporium, alem de fungos do grupo dos zigo¬ 
micetos. A detec^ao adequada de cepas ou especies resistentes 
por metodos reprodutlveis e fiaveis, bem como a interpreta- 
9&0 dos resultados de CIM, e a meta de muitas investigates e 
deve-se tornar, em futuro proximo, uma poderosa ferramenta 
para o manejo das infec^oes letais por esses agentes. 


Quadra 32.12 ■ Sensibilidade (mg/l) de isoiados clinicos ante a anfotericina B segundo metodologia EUCAST. 


Especie 

N 

MIC50 

MIC90 

Intervalo 

% de resistencia (> 2 mg//} 

C. albicans 

1,12 

0,06 J| 

0,50 

0,03 a 2,0 

| 0,2 

C parapsilosis 

749 

0,50 

| i,o 

0,03 a 2,0 

2,0 

C. tropicalis 

343 

0,25 1 

0,50 

0,03 a 4,0 

1,1 

C glabrata 

295 

0,12 M 

0,50 

0,03 a 2,0 

1 0,30 

C. krusei 

157 

0,50 

1,0 

0,06 a 2,0 

4,4 


MIC50, valor que Inibe 50% do total de isolados; MIC90, valor que inibe 90% dos isolados, Adaptado de Cuenca-Estrella e Rodriguez-Tudela, 2010, 
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Conceitos e defini0es utilizados em 
testes de suscetibilidade a antifungicos 

Antifun gico 

Substancia de origembiologica, semissintetica ou sintetica, que 
bribe o crescimento ou tem a^ao letal sobre fungos. Desinfetantes, 
antissepticos e preservativos nao estao induidos nesta defini^ao. 

Potencia 

Atividade antimicrobiana de uma substancia determinada 
por bioensaio e comparada com a substancia pura p.a. (pro- 
analise). A potencia pode ser expressa em fraqao da massa 
(mg/g), parte ativa da substancia (unidades internacionais - 
Ul/g), porcentagem de volume ou massa, ou ainda, moW. 

Concentra^ao 

Quantidade de um farmaco em determinado volume. A 
concentra^ao e expressa em mg/f; apesar de mg U ser igual a 
pg/mf, a primeira forma e a correta. 

Solu^ao-mae 

Solu^ao inicial usada para dilui^oes adicionais. 

Concentragao inibitoria minima 

■ Sinonimos: CIM ou MIC (minimum inhibitory concentration ). 

Menor concentra^ao de um farmaco que inibe o cresci¬ 
mento de determinado microrganismo dentro de um periodo 
de tempo definido. CIM e expresso em mg It. 

Pontos de corte 

■ Sinonimo: breakpoints. 

Valores de CIM estabelecidos por comites especializados 
para classificar um microrganismo em categorias de uso cli- 
nico: sensivel, intermediario e resistente. Os pontos de corte 
podem ser alterados segundo determinadas circunstancias, 
como a mudan^a nas doses recomendadas do farmaco. 

Isolado sensivel e aquele inibido, in vitro, por uma concen- 
traqao de determinado antifungico (no caso especifico) asso- 
ciada a alta possibilidade de sucesso terapeutico. 

Isolado intermediario e aquele inibido, in vitro, por uma 
concentra^ao de determinado antifungico associado a efeito 
terapeutico duvidoso; a doenqa, neste caso, pode ser tratada 
adequadamente se o farmaco estiver concentrado no local da 
infec^ao e quando altas doses puderem ser administradas. Esta 
categoria previne que fatores tecnicos incontrolados possam 
causar grandes discrepancias na interpreta^ao de resultados. 

Isolado resistente e aquele inibido, in vitro, por uma con- 
centra^ao de determinado antifungico associada a alta possi¬ 
bilidade de falha clinica. 

Resistencia secundaria 

■ Sinonimo: resistencia adquirida. 

Aquela que aparece em um isolado previamente sensivel 
apos sua expo si 910 ao farmaco. 

Resistencia intn'nseca 

■ Sinonimos: resistencia primaria, resistencia inata. 

Aquela inerente, ou nao adquirida, que caracteriza todos 
os isolados, ou a maioria dos membros da especie; a atividade 
antimicrobiana do farmaco e insuficiente, ou a resistencia 
inata e tao comum, que torna seu uso clinico insignificante e o 
teste de suscetibilidade desnecessario. 


Isolado selvagem (wild type)* 

Isolado sem mecanismo de resistencia adquirida a um 
determinado antifungico, que pode ou nao responder clinica- 
mente a determinado tratamento antimicrobiano. Um isolado 
e classificado como selvagem por pontos de corte epidemio- 
logicos. 

Isolado nao selvagem (non-wild type) 

Isolado para o qual tenha sido descrita resistencia adqui¬ 
rida para determinado antimicrobiano; pode ou nao respon¬ 
der clinicamente a determinado tratamento antimicrobiano; 
classificado por pontos de corte epidemiologicos 

Pontos de corte epidemiologicos (epidemiological cut-off values) 

Valores de CIM que determinam a distribui^ao normal 
(curva normal) dos isolados selvagens. 

Cepa padrao 

Cepa catalogada que apresenta genotipo e fenotipo bem 
definidos e estaveis; obtida de cole^ao de cultura certificada e 
usada como controle de qualidade dos testes. 

Teste de suscetibilidade em meio liquido 

Ensaio no qual uma serie de dilui^oes seriadas (em regra, 
em razao 2 ) de determinado antifungico e realizada em meio 
liquido; a cada concentra^ao resultante do antifungico e adi- 
cionado inoculo do fungo (UFC/mf), seguido de incuba^ao 
por periodo e temperatura predefinidos; se usados pequenos 
volumes de reagentes em placas de microtitula^ao, o ensaio e 
denominado microdilui^ao. O objetivo do ensaio e a determi- 
naqao da CIM. 

Crescimento residual (fenomeno trailing) 

Fenomeno que ocorre em testes com farmacos fungista- 
ticos (p. ex., azois e 5-fluorcitosina) diante de determinadas 
especies; resulta em resultados falso-positivos de resistencia 
ao antifungico. 

+ Micoses superficiais 

Micoses superficiais sao processos nao invasivos e basica- 
mente assintomaticos, que acometem camadas mais externas 
da pele ou uma por^ao suprafolicular dos pelos. As doen^as sao 
essencialmente de interesse cosmetico, envolvendo mudanqas 
na pigmenta^ao da pele (pitiriase versicolor ou tinha negra) 
ou formaqao de nodulos ao longo dos pelos (piedra branca e 
preta). 

- Pitiriase versicolor | Infecgoes causadas por 
especies de Malassezia 

O genero Malassezia e responsavel pela pitiriase versicolor, 
micose superficial de distribui^ao universal. Embora ocorra 
em todo o mundo, sua frequencia e variavel e depende das 
diferentes condi^oes climaticas, profissionais e socioeconomi¬ 
cas. A pitiriase versicolor manifesta-se como lesoes maculares 
multiplas, inicialmente perifoliculares, com descama^ao fina, 
de colora^ao variavel, do branco ao acastanhado, podendo, 


*0 banco de dados pode ser acessado em: www.eucast.org 
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ainda, tornar-se eritematosa. A maior parte dos casos apre- 
senta maculas hipocromicas, e com menor frequencia sao 
observados individuos com maculas hipercromicas, ou com 
ambas as formas. Lesoes foliculares sao citadas na literatura, 
assim como quadros com intensa despigmenta^ao cutanea, 
caracterizando a chamada acromia parasitaria, e a forma rara 
de pitirlase versicolor atrofica associada ao uso prolongado de 
corticosteroides topicos. Estudos demonstram um papel cau¬ 
sal para Malassezia tambem em dermatite seborreica. 

Malassezia spp. compoe a flora normal da pele, principal- 
mente do foliculo piloso. Algumas condiqoes podem inten- 
sificar o crescimento de Malassezia e levar a manifesta^oes 
clinicas. Entre os principals fatores que estimulam o desen- 
volvimento de pitirfase versicolor estao o uso de agentes anti- 
microbianos, corticoterapia, alergia, altera<;6es hormonais e 
nutricionais, alem de outras doen^as, como neoplasias e doen- 
£as imunossupressoras. Essas manifesta^oes provocam altera- 
<;oes fisicas e quimicas e respostas imunologicas que normal- 
mente restringem a colonizapao. 

Em algumas situates dinicas, a colonizapao por Malassezia 
pode evoluir para quadro de fiingemia. Geralmente, ocorre em 
crian^as recem-nascidas que recebem alimenta^ao parenteral com 
suplementapao lipidica. Acredita-se que essa suplementa^ao facilite 
a coloniza^ao da levedura no cateter utilizado para alimentapao. 

Devido a similaridade morfologica de seus membros, o 
genero ficou limitado durante muito tempo a Malassezia fur¬ 
fur, levedura lipidio-dependente responsavel por varias mani- 
festa^oes cutaneas em humanos, e a Malassezia pachydermatis, 
especie lipofilica, mas capaz de crescer em meios que conte- 
nham acidos graxos de cadeia curta e considerada agente de 
doen^as em animais, 

O genero Malassezia foi reclassificado com base na morfolo- 
gia, fisiologia e biologia molecular, e entao foram identificados 
M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. sympodialis e M. sloofiae. 
A partir do estudo de pacientes com dermatite atopica, novas 
especies foram propostas: M. dermites, M. japonica, M. yama- 
toensis e, mais recentemente, especies relacionadas com ani¬ 
mais, M. equinum e M. caprae , por analise ribossomica. Alem 
de ter interesse de cunho epidemiologico, o uso de ferramentas 
moleculares como complemento ao exame micologico tern sido 
intensificado por outros motivos. As variaqoes na sensibilidade 
a farmacos antifungicos foram documentadas de acordo com 
as diferentes especies de Malassezia , e isso demanda a determi¬ 
nate exata do agente etioldgico. Outro ponto importante de 
aplica^ao na clinica medica e o fato de que a forma cronica da 
pitiriase versicolor esta associada a determinada especie, o que 
induz a busca de metodos exatos de identifica^ao da especie. 

Relatos de distintas regioes do mundo que utilizam classi- 
fica^ao por metodos fisiologicos ou moleculares mostram M. 
globosa como especie predominate em amostras clinicas, prin- 
cipalmente na pitiriase versicolor e dermatite seborreica. No 
entanto, M. furfur segue com grande importancia, e M. sympo¬ 
dialis desponta como agente de casos com infect;ao persistente. 

Exame direto 

As escamas epidermicas, coletadas por raspagem, devem 
ser enviadas o mais rapidamente possivel ao laboratorio, pois 
as celulas de Malassezia se tornam inviaveis em poucos dias. O 
exame direto da amostra e realizado com uma gota de KOH a 
10 a 20% e examinado com alto contraste (condensador baixo) 
sob aumento de 400 x. Hifas grossas, curtas e curvas, ladeadas 
ou nao por blastoconidios de parede espessa, redondos, ovais, 
alongados, com gemulapao unica, agrupados ou nao, permitem 
o diagnostico presuntivo de pitiriase versicolor (Figura 32.16). 



Figura 32.16 Complexo Malassezia em escamas de pele e em cultura: A. 
Exame direto deescama epidermica de caso com pitiriase versicolor dari- 
ficada com KOH a 20%. Blastoconidios redondos, brotamento unicoe hifas 
curvas, caracteristicos d eMalassezia spp. (400 x). B. Exame de cultura de 
Malassezia spp. com blastoconidios em gemulagao unica e em base larga. 
Colorado de Gram {1.000 x). (Gentileza de Elaine Cristina Corneta.) 

Isolamento em cultura 

As especies patogenas para o homem sao lipofilicas e lipi- 
diodependentes e, por isso, requerem acidos graxos para seu 
isolamento em meios de cultura a partir de amostras biolo- 
gicas, como pele ou sangue. A cultura e realizada em meios 
como Kimmig Agar (1,9% de glicose, 1,5% de peptona, 0,5 % 
de glicerina, 0,1% cloreto de sodio, 1,5% de agar, 1% azeite 
de oliva, 1% tween 80 e 100 pg/mf de cloranfenicol), meio 
de Dixon (3,6% extrato de malte, 0,6% peptona, 2% bile de 
boi, 1,5% de agar, 1% tween 4 e 0,5% de glicerol) ou, ainda, 
agar Sabouraud modificado (acrescido de 1% azeite de oliva 
e 100 \ig/m£ de cloranfenicol). A incuba^ao deve ser sob 3 a 
37°C em prazo minimo de 7 dias. A partir de seu isolamento, 
a identifica^ao pode ser realizada. 

Analise morfologica 

Todas as especies do genero Malassezia exibem morfolo- 
gia tipica e fisiologia caracteristicas. Todas se reproduzem por 
brotamento unipolar, com brotos ligados a celula-mae por base 
larga, que pode se apresentar sob forma alongada, esferica ou 
ovoide e desenvolver, ou nao, hifas rudimentares. M. pachy¬ 
dermatis e caracterizada por celulas ovoides pequenas (2,0 a 
2,5 pm x 4,0 a 4,5 pm); apresentando base larga, esta especie 
€ a unica que cresce em meio sem adi^ao de lipidio. M. furfur 
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e a unica especie que apresenta micromorfologia variavel com 
celulas cilindricas (1,5 a 3,0 pm x 2,5 a 8,0 pm), ovoides ou glo- 
bosas. Os filamentos podem originar-se em qualquer ponto da 
levedura. A colonia apresenta textura cremosa, com colora^ao 
branca e aspecto seco. M. sympodialis apresenta celulas ovoi¬ 
des pequenas (1,5a 2,5 pm x 2,5 a 6,0 pm) e foi diferenciada 
de M. furfur devido ao seu brotamento simpodial. Apresenta 
colonias brilhantes, lisas e planas. M. globosa apresenta celu¬ 
las esfericas (2,5 a 8,0 pm) e estruturas alongadas formando 
quadra tipico de tubo germinativo ou pequenos filamentos. 
As colonias sao rugosas, asperas e quebradi^as. M. obtusa tern 
pequenas celulas cilindricas (1,5 a 2,0 pm x 4,0 a 6,0 pm) e 
colonias planas e lisas com textura mucoide. M. restricta tern 
celulas esfericas ou ovoides (1,5 a 2,0 pm x 2,5 a 4,0 pm) e 
apresenta elo de jun^ao entre celula-mae e filha um pouco 
mais estreito do que as outras especies. As colonias apresen- 
tam-se lisas com textura dura e quebradi^a, e esta e a unica 
especie lipidio-dependente que apresenta rea^ao de catalase 
negativa. M. slooffiae apresenta pequenas celulas cilindricas 
(1,0 a 2,0 pm x 1,5 a 4,0 pm) e as colonias apresentam-se rugo¬ 
sas e com textura aspera. 

Metodos fisiologicos 

A identifica^ao de genera e realizada por meio da obser- 
va^ao da dependencia de lipidios e morfologia celular, mas a 
identifica^ao das especies nao pode ser realizada em base de 
provas convencionais, como assimila^ao de fontes de carbono 
e fermenta^ao de carboidratos. De outro modo, os testes de 
assimila^ao sao realizados com tween 20,40, 60 e 80, para ver 
a habilidade do isolado em assimilar esses polissorbatos sob 
32° C durante o periodo maximo de 7 dias. Todas as especies, 
exceto M. restricta, apresentam rea^ao de catalase positiva. A 
prava e realizada misturando-se uma colonia a uma gota de 
peroxido de hidrogencio em uma lamina de micro scopia. A 
rea<~ao positiva produz bolhas de gas, e a ausencia dessa fbr- 
ma^ao indica M. restricta. A prova da esculina e realizada para 
ver atividade de (3-glucosidase presente nas diversas especies 
de Malassezia. A prova e realizada em agar distribuido em 
tubo de ensaio, no qual e inoculada a amostra de levedura, 
seguido de incuba^ao por 5 dias sob a temperatura de 32°C. O 
escurecimento do meio revela a quebra da molecula de escu¬ 
lina. O teste serve para distinguir M. furfur, M. slooffiae e M. 
sympodialis das outras especies de Malassezia. 

Metodos moleculares 

Os metodos fenotipicos nem sempre produzem resultados 
claros e reprodutiveis. Alem disso, para algumas especies tern 
baixo poder discriminatorio. Tecnicas como pulsed-field gel 
electrophoresis-PEGE, randomly amplified polymorphic DNA - 
RAPD, polymerase chain reaction and restriction fragment 
length polymorphism analysis- PCR-RFLP, denaturing gradient 
gel electrophoresis, multilocus enzyme electrophoresis, sequen- 
ciamento, analise de sequencias ribossomicas e do gene da 
quitina sintetase foram propostos para realizar a identifica^ao 
acurada de especies de Malassezia. M. furfur, M. sympodialis e 
M. slooffiae podem ser diferenciadas por PCR-RFLP, e foi por 
essa tecnica que as mais novas especies (M. dermatis, M. nana , 
M. yamatoensis e M. japonica ) foram descobertas. 

• Tinha negra 

A tinha negra ( tinea nigra) e considerada uma feo-hifomi- 
cose e se caracteriza pelo aparecimento de manchas marrons 
ou negras, planas, umidas, nao descamativas, de contorno 


nitido, unicas ou confluentes. As lesoes tern bordas bem defi- 
nidas, porem, forma irregular, e ocorrem com frequencia nas 
palmas das maos e plantas dos pes, mais raramente no dorso 
do pe, pesco^o e torax. A doen^a tern importancia pelo com- 
prometimento estetico e merece diagnostico diferencial de 
melanoma maligno. 

A doen^a tern alta prevalencia em areas tropicais das 
Americas do Sul e Central, Africa e Asia, acometendo indi- 
viduos de idades variadas, com maior incidencia em mulhe- 
res com menos de 20 anos. Fatores predisponentes sao ainda 
indeterminados. 

O agente e um fungo de cor escura, Hortaea ( Phaeoan- 
nellomyces, Exophiala.) werneckii, classificado como yeast-like 
fungi, ou seja, fungo semelhante a levedura, porque o aspecto 
inicial das culturas e leveduriforme e torna-se, posteriormente, 
aveludado, coureaceo, com o desenvolvimento de micelio 
aereo e conidios. 

Exame direto 

O exame microscopico das escamas epidermicas com KOH 
a 20% revela hifas septadas (1,5 a 5 pm de diametro), rami- 
ficadas, de cor marrom-clara ou, com frequencia, fragmen- 
tos septados sinuosos e curtos, com extremidades hialinas. 
Blastoconidios ovalados com gemula^ao unipolar, algumas 
vezes septados, podem ser encontrados (Figura 32.17A). 

Sugestao de resultado de exame direto positivo: hifas sep¬ 
tadas, pigmentadas com (ou sem) blastoconidios compativeis 
com Hortaea. 

Isolamento, cultura e identifica$ao 

H. werneckii e fungo de crescimento lento (2 a 3 semanas), 
iniciando com colonias de aspecto brilhante e aspecto levedu¬ 
riforme nas cores verde-olivacea a preto-acinzentada, adqui- 
rindo, progressivamente, aspecto filamentoso, velutineo na 
cor cinza ou preto-acinzentada. 

A observa^ao microscopica das colonias recentes leveduri- 
formes revela celulas cilindricas a ovais, unicelulares ou bice- 
lulares, de cor marram, que se reproduzem por brotamento. 
As celulas sao arredondadas em um dos lados e achatadas 
no outro, com anela^oes (aneis). Com o tempo, as colonias 
sao formadas por hifas estreitas ou largas, septadas e com 
parede espessa. Ao longo dessas hifas originam-se conidios 
(aneloconidios hialinos a olivaceos) unicelulares ou bicelula- 
res (Figura 32.17B). Esses aneloconidios tendem a se acumu- 
lar em circulos em torno das hifas e podem produzir novos 
conidios por brotamento. O uso de iniciadores especificos 
Hor-F (5 -TGGACACCTTCATAACTCTTG-3') e Hor-R 
(5'-TCACAACGCTTAGAGACGG-3') pode confirmar isola- 
dos de H. werneckii. 

- Piedra preta 

Piedra preta e infec^ao fungica que afeta a por^ao extra- 
folicular dos pelos do couro cabeludo, barb a e bigode e, rara- 
mente, pelos axilares e pubianos. A doen^a e caracterizada 
pela forma^ao de nodulos irregulares duros, de cor castanho- 
escura, firmemente aderidos aos pelos. Os cabelos afeta- 
dos apresentam nodulos visiveis em forma^ao de rosario. A 
micose e encontrada principalmente em regioes tropicais da 
Africa, Asia e Americas do Sul e Central. Seres humanos e pri- 
matas podem ser afetados. A doen^a foi relatada em ambos os 
sexos e em idades variadas. Nao sao conhecidos os fatores pre¬ 
disponentes, embora a umidade seja mencionada como fator 
desencadeante. A micose e causada por um fungo demacio 
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Figura 32.17 Exame direto de escamas de tin ha negra. A. Presenga de 
hifas septadas demacias em KOH (400 x). B. Conidios uni ou bicelulares 
de P. werneckii (400 x). 


pertencente aos ascomicetos denominado Piedraia hortae. O 
nodulo constitui-se de um aglomerado firme de varias estru- 
turas de reprodugao sexuada denominado ascocarpo, de tipo 
ascostroma, contendo ascos e ascosporos. 

Exame direto 

Fragmentos de pelos contendo nodulos sao preparados 
em KOH a 20%, aquecidos gentil e cuidadosamente, compri- 
midos com laminula. Os nodulos sao resistentes a pressao e 
podem ou nao ser descompactados por esse procedimento. Ao 
microscopio, visualiza-se um nodulo escuro de consistencia 
firme, formado por estroma de celulas romboides e parede 
espessa, semelhantes a artroconidios. De maneira interca- 
lar, podem-se observar loculos (regioes mais claras) onde se 
encontram ascos e ascosporos (Figura 32.18). Com clarifica- 
gao adequada, podem-se distinguir ascos redondos a ovais 
contendo ascosporos em seu interior. Os ascosporos sao fusi- 
formes (escolecosporos), curvados, hialinos, com um ou mais 
apendices. Na pratica, o resultado do exame direto do pelo e 
conclusivo ante apenas a visualizagao de nodulo escuro com 
consistencia firme. 

Sugestao de resultado do exame direto positivo: presenga 
de nodulos de Piedraia hortae (piedra preta). 

Isolamento, cultura e identifica$ao 

Para o isolamento do agente etiologico, pode-se usar agar 
Sabouraud-dextrose-cloranfenicol. A cultura a 25°C tern cres- 
cimento lento (10 a 15 dias), e aderente ao meio de cultura, 
tern cor marrom-escura a preta e forma conica. O centra da 
colonia e elevado e cerebriforme, e a periferia e plana. Um 



Figura 32.18 Nodulo de piedra preta em KOH (400 x). 


micelio aereo curto de cor marram-esverdeada geralmente 
cobre a colonia glabrosa. Pigmento de cor ferrugem pode ser 
observado no meio da cultura. Ao microscopio, observam-se 
hifas septadas, de cor escura, parede grossa, clamidoconfdios 
intercalares e celulas irregulares tumefeitas; conidios e ascos¬ 
poros nao sao encontrados em meios de rotina micologica. 

- Piedra branca 

Piedra branca e infecgao fungica que afeta a porgao extra- 
folicular dos pelos, frequentemente, axilares e pubianos. A 
doenga caracteriza-se pela presenga de nodulos de cor bege- 
clara a marram-clara. A infecgao pode se iniciar abaixo 
da cuticula do pelo com o crescimento do fungo formando 
pequena aglomeragao de hifas unidas e ffagmentando-se em 
artroconidios. Essas formagoes tern forma de nodulo e se loca- 
lizam ao longo do eixo ou entao ao redor do pelo. Os nodulos 
de piedra branca, ao contrario dos de piedra preta, podem ser 
comprimidos e separados do pelo com facilidade. 

A infecgao ocorre esporadicamente na America do Norte e 
Europa, mas e mais frequente na America do Sul e no Oriente. 
Embora rara, a localizagao em pelos da regiao genital externa 
prevalece em determinadas populagoes. Em nosso pais, o 
maior numero de casos tern sido descrito no sexo masculino, 
diferindo dos achados em outros paises, em que ambos os 
sexos sao afetados igualmente. A doenga foi descrita em todas 
as faixas etarias. Ainda nao sao conhecidos os fatores predis- 
ponentes, porem promiscuidade e infecgao pelo HIV consti- 
tuem fatores desencadeantes da piedra branca. 

Trichosporon spp. pertence a familia Cryptococcaceae. T 
heigelii e a especie mais comumente observada no laborato- 
rio clinico e e considerado, tradicionalmente, o agente etiolo- 
gico de piedra branca. Em recentes estudos, verificou-se que 
Trichosporon ovoides e T. inkin sao frequentemente isolados de 
casos de piedra branca, sendo o primeiro mais associado aos 
pelos do couro cabeludo e o segundo aos pelos pubianos. T. 
cutaneum e T. asteroides sao tambem isolados, mas em menor 
frequencia, provavelmente como contaminantes. 

Doenga disseminada devido a Trichosporon e rara, mas 
tern sido descrita em pacientes imunocomprometidos, espe- 
cialmente granulocitopenicos; e frequentemente fatal e refra- 
taria a tratamento com anfotericina B. T. beigelii, T. asahii 
e, mais raramente, T. mucoides sao especies envolvidas em 
infecgoes graves e disseminadas em pacientes suscetiveis (ver 
Trico sporonose). 








Capftulo 32 | Infeqoes Fungicas 


397 


O diagnostico diferencial de piedra branca deve ser reali- 
zado em rela^ao a pediculose, desde que os nodulos asseme- 
lham-se a lendeas e piolhos. A infec^ao bacteriana dos pelos, 
tricomicose axilar, tambem merece ser considerada no diag¬ 
nostico diferencial. 

Exame direto 

Pelos axilares, pubianos, ciliares e cabelos infectados que 
apresentem nodulos de cor creme ou acinzentados sao esma- 
gados entre lamina e laminula, com KOH a 10% ou NaOH 25 a 
50% com glicerina. Ao microscopio, sao observadas hifas sep- 
tadas hialinas, segmentando-se em celulas ovais a retangula- 
res (artroconidios), com 2 a 4 pm de diametro. Blastoconidios 
podem ser, eventualmente, visualizados (Figura 32.19). 

Sugestao de resultado do exame direto positivo: presen^a 
de nodulos caracteristicos de piedra branca. 

Isolamento, culture e identificatfo 

O agente etiologico e facilmente isolado em agar Sabouraud 
com cloranfenicol. O meio nao deve conter cicloeximida, pois 
esta substancia inibe a maioria das especies. O crescimento e 
rapido, produzindo colonias leveduriformes brancas a creme, 
com morfologia variavel conforme a especie. 

Ao exame microscopico da cultura, verificam-se pseudo - 
hifas e hifas verdadeiras septadas, hialinas, que se transformam 
em artroconidios ovais ou retangulares ao lado de blastoconi- 
dios de varias formas. Os isolados de Trichosporon podem pro- 
duzir poucos blastoconidios, o que dificulta a diferencia^ao de 
Geotrichum. Para aumentar a produ^ao de blastoconidios, o 
isolado e seme ado em caldo de extrato de make a temperatura 
ambiente por 48 a 72 h. Em meio solido, as colonias aparecem 
apos 1 semana, apresentando-se inicialmente de cor creme, 



Figura 32.19 Nodulo de piedra branca. A. KOH (400 x). B. Trichosporon 
sp. em exame direto (400 x). 


lisa e brilhante, e tornando-se mais tarde secas, membranosas 
e cerebriformes. 

T. beigelii nao fermenta carboidratos; assimila dextrose, 
D-xilose e inositol, mas nao assimila nitrato. Produz urease 
e da rea^ao positiva com azul de diazonio B (DBB). O genero 
Trichosporon e relacionado com a classe dos basidiomicetos 
por apresentar, em suas hifas, doliporos e parentossomos tipi- 
cos da classe. 

- Eritrasmae tricomicose nodular 

Embora sejam infec^oes produzidas por bacterias, o eri- 
trasma e a tricomicose nodular sao tradicionalmente citados 
nos textos de micologia por apresentarem similaridade com 
algumas micoses superficiais. 

O eritrasma e uma infec^ao localizada no estrato corneo da 
pele e se caracteriza por placas planas, secas, lisas e uniformes, 
de cor rubro-avermelhada. A localiza^ao topografica mais 
comum e a inguinocrural e os espa^os interdigitais, e a menos 
frequente 6 nas axilas e dobras submamarias. 

As lesoes fluorescem sob luz UV de Wood e apresentam 
cor vermelho-coral caracteristica. O agente etiologico e um 
actinomiceto, Corynebacterium minutissimum , em forma de 
filamentos longos, cocoides e bacilares com 1 a 3 pm de dia¬ 
metro. 

A tricomicose nodular e infec^ao que envolve pelos axilares 
e genitalia. O agente causal forma concretes ao longo dos pelos 
e adquire diferentes colora^oes de acordo com sua associate a 
bacterias cromogenicas. O agente etiologico, Corynebacterium 
tenuis, desenvolve-se como massa mucilaginosa em que se 
observam formas cocoides e bacilares (aumento de 1.000 x). 
Distingue-se dos outros agentes etiologicos ja descritos pelo 
aspecto microscopico, pois seus filamentos tem cerca de 1 pm, 
enquanto hifas de leveduras tem de 2 a 4 pm. 

>■ Micoses cutaneas 

As micoses cutaneas incluem uma grande variedade de 
doen^as em que pele, pelos e unhas estao envolvidos. A infec- 
^ao e, em geral, restrita as camadas corneificadas, podendo 
ocorrer, no entanto, variedade de altera^oes patologicas no 
hospedeiro devido a sua suscetibilidade, tipo de agente infec- 
cioso e respectivos produtos metabolicos. 

A maioria das micoses cutaneas e causada por um grupo 
homogeneo de fungos queratinofiheos chamados dermatofi- 
tos e, por isso, denominam-se dermatofitoses. Alem desses, 
outros fungos podem estar envolvidos em infec^oes cutaneas e, 
neste caso, as infec^oes sao conhecidas como dermatomicoses. 
Varios agentes etiologicos sao descritos nesta entidade clinica. 
Atualmente, a incidencia de dermatomicose por fungos nao 
dermatofitos tem aumentado consideravelmente. Estes fungos 
sao saprobios, e o contato com eles faz-se por meio de solo e 
plantas. Estes fungos nao sao queratinofiheos, mas utilizam a 
queratina denaturada. Entre estes, pode-se citar Candida sp., 
Scytalidium sp., Acremonium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., 
Scopulariopsis sp. e outros. 

■ Dermatofitoses 

As dermatofitoses, classicamente denominadas tinea (ou 
tinha), sao infec^oes fungicas dos tecidos queratinizados - 
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pelos, unhas e pele - do ser humano e de outros animais, cau- 
sadas por dermatofitos. 

Os agentes etiologicos das dermatofitoses sao classificados 
em tres generos anamorficos: Trichophyton , Microsporum e 
Epidermophyton. Os dermatofitos capazes de se reproduzir 
na forma sexuada sao classificados no genero Arthroderma, 
famflia Arthrodermataceae das Onygenales, subdivisao 
Ascomycotina. 

A infec^ao e essencialmente cutanea; os dermatofitos nao 
penetram nas partes mais profundas dos tecidos ou orgaos. A 
manifestable) pode ser leve ou grave, em consequencia da rea- 
b&o do hospedeiro e de produtos metabolicos do fimgo, alem 
da virulencia da cepa, localiza^ao da infec^ao e fatores predis- 
ponentes. O tecido subcutaneo pode ser invadido ocasional- 
mente, o que resulta em granuloma de Majocchi, Querion ou, 
mais raramente, infec^ao generalizada. 

Os dermatofitos t£m em comum a habilidade de digerir 
queratina, a escleroprotefna insoluvel da camada cutanea. Sao 
tolerantes a cicloeximida e tem habilidade para alcalinizar o 
meio em presen^a de glicose e peptona. 

A distribui^ao geografica das especies de dermatofitos e 
muito variada; algumas, como Trichophyton rubrum , sao cos- 
mopolitas, encontradas no mundo inteiro, enquanto outras 
sao mais restritas, como T. concentricum, limitada as ilhas do 
Paclfico e regioes das Americas Central e do Sul. 

A via de transmissao das dermatofitoses pode ser direta ou 
indireta, por objetos contaminados. As fontes de infec^ao sao: 

■ Animais, para especies zoofilicas 

■ Solo, especies geofflicas 

■ Homem, especies antropofilicas. 

Acredita-se que as estruturas fungicas responsaveis pelo 
contagio, especialmente em dermatofitos antropofilicos, sao 
esporos de forma oblonga a arredondada, denominados artro- 
confdios, que sao visualizados em cabelos e escamas epider- 
micas infectados. Essas estruturas podem persistir viaveis 
durante anos no meio ambiente e sao altamente resistentes 
ao calor. A maioria dos estudos mostra que 2/3 das especies 
de dermatofitos associadas a doen^a em seres humanos sao 
antropofilicas. Varias especies antropofilicas tem areas bem 
definidas de endemicidade, enquanto outras, como T. rubrum 
e T. tonsurans , sao cosmopolitas. 

O reconhecimento do genero e especie de dermatofito e cli- 
nicamente relevante e e primordial para estudos epidemiolo- 
gicos. A identifica^ao acurada do agente e indicada nos casos 
que: 

■ Tem animal como fonte de contagio 

■ Sao oriundos de popula^ao geograficamente limitada, tais 

como institui^oes ou grupos de familiares 

■ Os agentes podem causar surtos epidemicos 

■ Sao provenientes de areas endemicas, refletindo exposi^ao 

durante viagem ou residencia. 

As dermatofitoses, na clinica medica, recebem o nome da 
localizai^ao topografica da doen^a, conjugada a palavra “tinha” 
ou ainda, em latim, tinea. Assim, tinea capitis, tinea manum, 
tinea pedis etc. No Quadro 32.13 sao apresentadas as princi¬ 
pals dermatofitoses, respectivos sftios topograficos e agentes 
etiologicos mais frequentes. 

Pacientes com suspeita de tinha do couro cabeludo devem 
ser examinados, preferentemente, em sala escura sob lcimpada 
de Wood (lampada de UY) para verifica^ao da presen^a de 
cabelos fluorescentes na cor verde brilhante. Essa fluorescencia 
e tipica de infec^ao do tipo ectotrico (lado externo do cabelo), 


Quadro 32.13 ■ Principals dermatofitoses, sftios topograficos e 
respectivas areas de localiza$ao da doen^a e agentes etiologicos. 


Dermatofitose 

Localizagao 

Especies mais frequentes 

Tinea manum 

Maos 

T. mentagrophytes 

Tinea pedis 

Pes e dedos 

T. mentagrophytes, l rubrum 

Tinea corporis 

Tronco, ombro, membros e face 

Varias especies 

Tinea unguium 

Llnha 

T. rubrum , T. mentagrophytes 

Tinea barbae 

Area da barba 

T. verrucosum, 1 mentagrophytes 

Tinea capitis 

Couro cabeludo 

T. tonsurans, M. cam's 

Tinea cruris 

Virllha, pubis e area perineal 

T. rubrum, E. floccosum 


e e, em geral, causada por M. canis, M. audouinii e M. ferrugi - 
neum. Cabelos infectados com T. schoenleinii podem mostrar 
cor verde-clara. A lampada de Wood pode tambem auxiliar 
na diferencia^ao de outras infec^oes clinicamente similares 
a tinha do corpo ou inguinocrural, como o eritrasma. No 
eritrasma a pele fluoresce na cor laranja a vermelho-coral, 
enquanto na ultima a pele nao fluoresce. 

Diagnostico laboratoriai 

O exame direto dos pelos, unhas e escamas de pele obti- 
das por raspagem e metodo rapido e sensivel para o diagnos¬ 
tico de dermatofito se. A coleta deve ser feita nas areas mais 
externas das lesoes. Escamas, raspados subungueais, fragmen- 
tos de unhas, pelos, cabelos opacos, quebradi^os e curtos ou 
com aspecto de pontos negros sao os especimes clinicos mais 
adequados para isolamento e identifica^ao de dermatofitos. A 
borda das lesoes oferece material rico para exame micologico. 
O crescimento dos dermatofitos no tecido cutaneo do hospe¬ 
deiro ocorre de forma radial, de modo que o centra das lesoes 
consiste em um material que contem fungos degenerados e 
inviaveis. 

Exame microscopico direto 

O exame microscopico direto e um metodo diagnostico 
muito bom, ainda que resultados falso-negativos ocorram na 
ordem de 5 a 15%. A causa dessa margem de erro e diversa: 
escassez de material, material inadequado (escamas de cen¬ 
tra de lesao, cabelos mtegros, peda^os de unha), tratamento 
topico ou sistemico, uso de pomadas ou clarifica^ao insufi- 
ciente. A coleta e a tecnica de prepara^ao devem seguir estri- 
tamente o protocolo previsto. E necessario que o laboratorista 
seja experiente na realiza^ao deste exame, pois existem muitos 
artefatos passiveis de serem confundidos com hifas ou esporos 
de dermatofitos (artroconidios). 

Para o exame direto, escamas de pele obtidas por raspa¬ 
gem com bisturi ou cabelos e pelos tonsurados sao colocados 
sobre 1 a 2 gotas de KOH (10 a 20%) e aquecidos levemente 
para acelerar o processo de digestao do material. As estruturas 
fungicas sao observadas com aumento de 100 e 400 x. Outras 
formulates indicadas sao KOH a 20% + dimetil sulfoxido, 
KOH + tinta Parker, calcofluor branco ou tecnica de vermelho 
congo. 

No caso de tinha do corpo, dos pes, das unhas (oni- 
comicose), das maos, da barba e inguinocrural, hifas 
hialinas de 3 a 15 pm de di&metro, septadas, ramifica- 
das, com ou sem artroconidios, sao observadas ao exame 
direto (Figura 32.20). Tr£s tipos de parasitismo podem ser 
verificados nos cabelos e/ou pelos de casos de tinha do 
couro cabeludo ou da barba: ectotrico, endotrico e favico 
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Figura 32.20 Dermatofitos em vida parasitaria: A. Hifas hialinas sep- 
tadas (KOH 400 x). B. Pelos, parasitismo ectotrico. C. Pelos, parasitismo 
endotrico. 


(Figura 32.20). Na Figura 32.21 estao esquematizados aspec- 
tos micro scopicos dessas afecgoes. 

Interpretafdo do exame direto positivo 

Em lesoes que comprometem o cabelo, chega-se ao diag¬ 
nostico clinico de tinha do couro cabeludo de variedade endo- 
trica, endoectotrica (mista) ou favica. 

Na pele glabra, o diagnostico e tinha do corpo. Se as lesoes 
se localizarem nos pes ou nas maos o diagnostico e, respecti- 
vamente, tinha do pe e tinha da mao. Nas areas inguinocrural, 
interdigital e submamaria a infecgao pode nao ser causada por 
dermatofito, mas por especies de Candida > e o diagnostico dife- 
rencial pode ser dificil quando apenas hifas sao visualizadas, 
sem a presenga de blastoconidios que caracterizem a presenga 
de leveduras ou artroconidios para dermatofitos. As hifas de 
dermatofitos, em regra, sao mais longas, finas e simetricas que 


Parasitismo tipo ectorico 



1. Artroconidios (1 a 3 |im) aparecem 
como um mosaico ao red or do 
cabelo. Agentes etiologicos mais 
comuns: M. canis, M. audounii ou 
M. ferrugineum. Cabeios infectados 
fluorescem sob a lampara de Wood. 


2. Poucos artroconidios (3 a 4 ^m) 
espalhados ao redor do cabelo 
sao sugestivos de infecgao por 
M. gypseum e M. fulvum. Cabeios 
nao fluorescem sob a lampada 
de Wood. 


3. A formagao de esporos pode ser 
menos exuberante, formando-se 
poucas cadeias de artroconidios 
(3 a 4 [jtm). T. mentagrophytes e o 
agente envolvido neste tipo de 
parasitismo. Cabeios nao fluorescem 
sob a lampada de Wood. 



4. Muito semelhante ao parasitismo 
anterior, diferindo apenas no 
tamanho dos artroconidios (8 a 
12 jjim). T. verrucosum e o agente 
deste tipo de infecgao. Cabeios 
fluorescem sob a lampada de Wood 


Parasitismo tipo endotrico 



5. Presenga de hifas, de “bolhas de ar” 
ou tuneis, gotas de gordura no peio 
parasitado. As bolhas de ar aparecem 
devido a processo de ceratolise. 
Estas sao sinal indiscutivel de 
parasitismo por T. schoenleinii, o 
agente causal da tinea favosa. 

6. Hifas e cadeias de artroconidios 
(3 a 4 pirn) podem coexistir dentro 
do peio. T. tonsurans e T. violaceum 
sao os principals agentes envolvidos. 


Figura 32.21 Descrigao e representagao esquematica dos principals 
tipos de parasitismo em pelos. 


as de leveduras. Nas lesoes de unhas e pes, sao frequentes ape¬ 
nas hifas de cor hialina, de modo que o diagnostico diferencial 
tambem e dificil, 

Para todos os casos de dermatofitoses, e necessario o 
cultivo para identificar o agente etiologico em genero e 
especie. 

Resultados de exame direto positivo 

■ Pele glabra: ha fragmentos de micelio compativeis com der¬ 
matofitos 

■ Escamas da regiao inguinocrural, unhas e pes: ha fragmentos 
de micelio (ou pseudomicelio). Em caso de presenga de artro¬ 
conidios ou hifas caracteristicas: positivo para dermatofitos 
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■ Cabelo ou pelo: invasao de tipo endotrico ou tipo ectotrico 

ou, ainda, de tipo favico. 

isolamento, cultura e identifica^ao 

A cultura e complementar ao exame microscopico direto, 
pois permite a correta identifica^ao do agente etiologico. A 
identifka^ao e essencial em casos graves, especialmente infec- 
^oes de unhas e outros que necessitem tratamento com anti- 
fungicos sistemicos. 

Um meio de cultura bastante recomendado e o agar 
Sabouraud-dextrose-cloranfenicol-cicloeximida. Recomenda-se, 
porem, sempre usar em paralelo o agar Sabouraud-dextrose- 
cloranfenicol para isolar fungos nao dermatofiticos, especial¬ 
mente Candida nao albicans. 

Estes fungos sao inibidos diante de cicloeximida, e, sendo 
agentes causais de micoses cutaneas, podem ser inativados inad- 
vertidamente, o que leva a resultados falso-negativos de cultura. 

O meio DTM ( dermatophyte test medium ) esta disponivel no 
mercado intemacional e permite verificar a alcaliniza^ao do meio, 
com mudan 9 a da cor amarela para a cor vermelha devido ao indi- 
cador vermelho fenol, indicando crescimento de cultura de derma- 
tofito. Este meio tem alguns inconvenientes, pois mesmo fungos 
nao patogenicos e nao dermatofitos induzem a mudan^a da cor. 
Outra desvantagem e que a cor conferida ao meio pela altera^ao 
de pH impede a analise macroscopica da pigmenta^ao caracteris- 
tica que a maioria das culturas de dermatofitos apresenta. 

A adi^ao de gentamicina e recomendada para amostras 
muito contaminadas, oriundas de lesoes com infec^ao bac- 
teriana secundaria. Agar Sabouraud com cicloeximida, clo- 
ranfenicol e gentamicina e rotineiramente usado em alguns 


laboratories junto com o agar enriquecido casamino acido- 
eritritol-albumin a para semeadura de unha e pele. 

Outro meio de isolamento e o agar-extrato de levedura-casef- 
na-purpura de bromocresol, indicado para o rapido reconheci- 
mento de microcolonias de T. verrucosum. Esta especie produz 
protease que hidrolisa a caseina do meio, levando ao surgimento 
de zonas opacas ao redor das colonias. Culturas de dermatofitos, 
em geral, sao mantidas em temperatura entre 25°C e 30°C e exa- 
minadas semanalmente por periodos maximos de 4 semanas, 
mas culturas suspeitas de T. verrucosum devem ser incubadas a 
37°C, temperatura que estimula o crescimento da especie. 

A velocidade de crescimento dos dermatofitos e variavel, 
dependendo do genero e da especie. Dos organismos mais fre- 
quentes em lesoes humanas, E. floccosum, M. canis , M. gyp - 
seum e T. mentagrophytes for mam colonias maduras em perio¬ 
dos que variam de 6 a 10 dias; T. rubrum, T. schoenleinii , T. 
tonsurans, T. verrucosum e T. violaceum, entre 11 e 21 dias. 

Isolados de dermatofitos com aspectos tipicos podem ser 
identificados diretamente em meios de isolamento primario. 
Porem, a ausencia de esporula^ao, muitas vezes, requer meios 
como agar-dextrose-batata para estimular a produ^ao de espo- 
ros capazes de permitir identifica^ao de genero. 

Dois tipos de conidios hialinos podem ser produzidos pelos 
dermatofitos: macroconidios multicelulares, lisos ou rugosos, 
com parede fina ou espessa, e microconfdios unicelulares com 
parede lisa. Os tr£s generos sao classificados de acordo com a 
presen^a ou ausencia desses dois tipos de conidios e aparencia 
do macroconidio. A identifica^ao das especies e fundamentada 
na morfologia macroscopica e microscopica, arranjo dos coni¬ 
dios e testes fisiologicos (Quadro 32.14). 


Quadro 32.14 ■ Caracteristicas das principals especies de Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton. 


Morfologia colonial 


Morfologia microscopica Comentarios 


f. floccosum 



M. canis var. distortum 



Colon ia verde amarelada, plana ou com 
dobras, pulverulenta a aveludada; verso 
amarelo-marrom. Tufos brancos sao comuns 
na superficie de culturas velhas; crescimento 
lento 

Macroconidios abundantes, parede lisa, 
davados, 0 a 4 septos, damidoconidios em 
cu lturas velhas, microconfdios ausentes 

Invade pele e unhas; nao invade cabelo 

Colonia branco-acinzentada, creme a marrom- 
clara; plana; aveludada; verso rosa-salmao 
a marrom-avermelhado; crescimento com 
velocidade moderada 

Geralmente nao forma conidios; apenas 
damidoconidios apiculados e terminals; 
hifas pectinadas podem estar presentes 

Causa tinha capitis e corporis; pigmento 
marram em graos de arroz; aigumas cepas 
esporulam por macroconidios fusiformes 
com poucos septos; nao perfura cabelo 
in vitro 

Colonia branca a camur^a, verso de cor 
amareio-alaranjado; cotonosa; crescimento 
rapido 

Macroconidios fusiformes, numerosos 
de parede espessa, rugosa ate 15 septos, 
com ponta terminal abrupta, poucos 
microconfdios 

Apresenta bom crescimento e esporulagao 
em graos de arroz; perfura cabelo in vitro 

Colonia branca a camur^a; geralmente com 
sulcus radiais; reverso incolor a amarelado; 
crescimento rapido 

Macroconidios distorcidos e bizarros; 
microconfdios abundantes 



continua 
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Quadra 32.14 ■ Caracterfsticas das principals especies de Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton Uontinuatfo). 


Morfologia colonial 


Morfologia microscopies Comentarios 


Complexo 

M. gypseum (M. gypseum, 
M. fulvum eM. boullardii) 



M. equinum 


M. gallinae 




Coidnia de cor acamurgada, bordos 
esbranquigados; achatada; pulveruienta, 
granular a flocosa; verso acamurgado a 
vermeiho-marrom; crescimento rapido 


Coidnia esbranquigada a sal mao, enrugada, 
velutinea a pulveruienta; verso acamurgado 
asalmao 

Coidnia branca, tons de rosea levemente 
enrugada, penugenta, avermelhada, pigmento 
difusfvel no an verso; crescimento rapido a 
moderado 


Coidnia de cor creme a acamurgada; 
pulveruienta, reverso marrom-avermelhado, 
crescimento moderado 



T. mentagropbytes 



1 rubrum 


Coidnia de cor creme, marrom-dara ou rosea, 
plana pulveruienta a granular ou penugenta, 
anverso marrom-daro, amarelado, vermelho 
ou vermelho-amarronzado; aigumas vezes 
produz pigmento melanoide 


Coidnia branca, aveludada, as vezes 
pulvurulenta; verso vermelho-sangue, ou 
amarelo, iaranja ou pigmento melanoide 
difusfvel 


l schoenleinii 


T. tonsurans 





Branca a casta nha; glabrosa ou cerea 
tornando-se velutinea em subcultivos; verso 
sem pigmento; crescimento lento 


Coidnia de cor variada (amareia, creme, 
branca, marrom, cinza); elevada; plana; 
aveludada ou pulveruienta; anverso marrom- 
avermelhado; crescimento lento 


Coidnia de cor creme a castanha; plana e 
veiutfnea {var. discoides ); branca; crescimento 
restrito e enrugada; glabrosa a penugenta (var. 
ochraceum); crescimento lento 


Coionias pequenas de cor viol eta; glabrosa ou 
velutinea; reverso purpura; crescimento lento 


Abundantes macroconfdios; elipsoides a 
fusiformes; acima de 6 septos; parede fina; 
microconfdios abundantes 


Macroconfdios raros, elfpticos a fusiformes, 
2 a 4 ceiuias; parede espessa; semelhante 
a M. canis 

Macroconfdio abundante, com finals 
grosseiros; 2-10 celulas; parades 
geralmente lisas; aigumas vezes 
equinuiadas; microconidio piriforme 


Macron id ios ovalados, bicelular, 
microconfdios poucos a moderados 


Micronfdios redondosa piriformes em 
cachos ou isolados ao longo de hifas; 
macroconfdios davados presentes em 
aigumas copas; hifas em espiral 


Micronfdio piriforme, geralmente ao longo 
de hifas nao ramifkadas; macroconfdios 
ausentes a raros, finos, longos, cilmdricos a 
davados em culturas granulares 


Micro e macroconfdios raros; 
damidoconfdios frequentemente 
numerosos; hifas terminals em forma de 
"candelabros favicos" 


Microconidio alongado, davado ou 
formando estruturas aumentadas em 
forma de balao; macroconfdios raros 


Macro e microconfdios geralmente 
ausentes; numerosos damidoconfdios em 
cadeias; macroconfdios alongados 


Macro e microconfdios geralmente 
ausentes; damidoconfdios eventuais 


Forma teleomorfa define a especie 


Macroconfdio estimulado em agarniger; 
nao perfura pelo in vitro ; crescimento em 
graos de arroz lembrando M. audouinii 

Confdios estimulados por extrato de 
levedura ou tiamina 


Crescimento mais lento do que membros 
do complexo M. gypseum ; deve ser 
diferenciado de Trichothecium roseum 


Urease positiva; perfura cabelo in vitro, 
crescimento a 37°C; cresce profusamente 
em meio leite-purpura de bromocresol, 
alcaiinizando-oem7dias 


Teste de urease negative; perfura^ao de 
cabelo in vitro negativa; produgao de 
pigmento em agar batata, agar fuba, 
exceto variantes hialinas ou amarelas 


Autotrofica para vitaminas, 
diferenciandoo de 1 verrueosum 


Crescimento estimulado portiamina 


Requerem tiamina para crescimento e 
inositol; crescimento estimulado a 37°C; 
hidrdlise do meio casefna-extrato de 
levedura-purpura de bromocresol 


Crescimento e esporulagao estimulados 
portiamina 
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Na identifica^ao de dermatofitos (Weitzman e Summerbell, 
1995) devem ser observadas caracterfsticas da colonia, como 
cor (superflcie e anverso), textura (pulverulenta, granular, 
cotonosa, algodonosa, aveludada ou glabrosa); topografia 
(eleva^oes, margens, dobras etc.) e velocidade de cresci- 
mento. 

A morfologia microscopica deve ser observada, principal- 
mente em rela^ao ao tipo (macroconidios e microconidios), 
quantidade e arranjo de conidios, alem de outras estruturas. O 
estudo micromorfologico pode ser realizado com lactofenol- 
azul-algodao adicionado a uma pequena por^ao da cultura 
ou, ainda, pelo microcultivo realizado em bloco de agar (lx 
1 cm), montado sobre lamina de microscopia e examinado 
com o mesmo corante. 

Identifica^do dos dermatofitos 
Dermatofitos caracterizam-se por: 

■ Examinar cor da superflcie e anverso da colonia, topogra¬ 
fia, textura e velocidade de crescimento 

■ Preparar laminas para observa^ao da morfologia micros¬ 
copica: presen^a e arranjo de macroconidios e microconi¬ 
dios, presen^a de hifas em espiral, hifas pectinadas e corpos 
nodulares 

■ Realizar cuitivo em lamina se a observa^ao anterior nao 
for suficiente. Meios especiais de esporula^ao: agar batata- 
dextrose, agar Sabouraud-glicose adicionado de 3 a 5% de 
NaCl ou agar lactrimel 

■ Usar testes fisiologicos listados a seguir, se necessario: 

0 Teste da produ^ao de urease para T. rubrum e alguns 
isolados de T. soudanense 

° Requerimento nutricional: para especies de Tricho¬ 
phyton 

° Crescimento em graos de arroz: para especies de 
Microsporum (M. audouinii), cresce muito pouco e pro- 
duz pigmento marrom, enquanto M. canis cresce bem e 
secreta pigmento amarelo) 

0 Perfura^ao do cabelo in vitro para diferenciar iso¬ 
lados atipicos de T. mentagrophytes e atipicos de T. 
rubrum 

° Teste de tolerancia a temperatura e/ou temperatura 
otima de crescimento 

0 Meios com formula^ao especial para diferenciar T. men¬ 
tagrophytes de M. persicolor, T. rubrum de T. mentagro¬ 
phytes e T. soudanense de M. ferrugineum. 

Metodos moieculares apiicados para dermatofitos 

A maioria dos estudos que discutem o uso de ferramen- 
tas moieculares para o diagnostico foca diferentes tecni- 
cas de PCR para discriminar os dermatofitos em cultura, 
como, por exemplo, a utiliza^ao do iniciador arbitrario 
5'-ACCCGACCTG-3\ que diferencia T. rubrum , T. menta¬ 
grophytes e T. tonsurans. Tais metodos podem ser uteis prin- 
cipalmente em isolados atipicos. A eficacia desses metodos 
foi comprovada com o uso dos iniciadores AGIO e Ml3, que 
foram capazes de diferenciar especies e variedades de T. men¬ 
tagrophytes. Fragmentos do gene CHS1 tambem identificam 
especies de Trichophyton sp., incluindo T. tonsurans e T. vio- 
laceum. 

O PCR e outros resultantes de modificaqoes deste teste, 
como PCR nested , PCR multiplex, PCR a partir de iniciadores 
randomicos (RAPD), PCR associado a analise do polimor- 
fismo de comprimento de fragmento de restri^ao (RFLP, res¬ 
triction fragment lengthy polymorphism) e PCR em tempo real, 


sao apiicados para identificar e diferenciar generos e especies 
de dermatofitos. 

A utiliza^ao de diferentes metodos moieculares como 
o PCR fingerpinting e analise por AFLP pode identificar 
especies de Trichophyton spp., discriminando T. inter- 
digitale e T. mentagrophytes. Tais metodos apiicados em 
outras especies tambem fornecem resultados similares e 
surpreendentes. Por exemplo, T. megninii, T. soudanense 
e T. yaoundei foram todos associados a T. rubrum ou T 
violaceum apos analise molecular. Esses resultados enfati- 
zam que as ferramentas moieculares podem ser refinadas 
para simplificar o que parecia ser uma forma complexa de 
classificaqao. 

O uso de diferentes metodos ou sondas pode tambem 
fornecer a separa^ao de subespecies para estudos epide- 
miologicos de origem geografica ou em surtos. Nesses 
casos, dois novos subelementos repetitivos em tandem, 
TRS -1 e TRS-2, obtidos a partir da regiao nao transcrita 
do DNA ribossomico (NTS) de T. rubrum, ja foram usa- 
dos para identificar variedades e acompanhar recidivas na 
terapia de onicomicoses. Uma forma ideal de estabelecer 
um sistema de diagnostico eficaz com especificidade e por 
meio da aplica^ao de identificadores especie-especificos da 
regiao ITS 2 . 

Regioes ITS tern sido constantemente utilizadas como alvo, 
e estudos mostram que varia^oes nessas sequencias podem 
identificar T. rubrum, T. mentagrophytes, T. sousanense, T. 
tonsurans , Epidermophyton floccosum, Microsporum canis e 
Microsporum gypseum. GACA4 pode identificar especies de M. 
canis e E. floccosum e cepas de T. mentagrophytes, produzindo 
tres diferentes perfis geneticos. Outros alvos para a identifica- 
^ao incluem o gene topoisomerase II, o qual novamente per- 
mite identifica^ao especifica enquanto tambem revela algumas 
diferenqas intraespecificas. 

A seleqao criteriosa de genes-alvo pode melhorar 
potencialmente a identificaqao de organismos morfologi- 
camente atipicos, dificeis de identificar, como por exem¬ 
plo, nos casos de infec^oes por T. violaceum em tinha 
imbricata. 

A utilizaqao de sequencias-alvo conservadas obtidas 
da subunidade ribossbmica 18S-rRNA permite a detec- 
<;ao de quantidades minimas do DNA fungico na escala 
de 10 pg. 

Um par de iniciadores universais, FUP 28SF1 e FUP635, 
foi empregado em teste nested- PCR para detectar o gene 
ribossomico 28S de todos os fungos relevantes relaciona- 
dos a onicomicose. Iniciadores universais de dermatofitos, 
DPUP, foram usados para detectar dermatofitos e as especies 
T. rubrum e T. mentagrophytes. O teste foi adequado para 
material de unhas, 83% o foram por dermatofitos e 17% por 
nao dermatofitos. 

Nem sempre os procedimentos de observa^ao microsco¬ 
pica e cuitivo dos materiais biologicos podem ser realizados 
ou fornecem resultados positivos. A positividade das cultu- 
ras pode ser prejudicada pela presenqa de contaminantes 
nos materiais semeados e, na maioria das vezes, o tempo 
requerido para o isolamento do fungo e longo. No futuro 
sera possivel refinar os pro cess os de identifica^ao de forma 
que pequenas varia^oes no genoma dos fungos possam ser 
detectadas e usadas para rastrear a dissemina^ao de infec- 
96 es, sua persistencia apos o tratamento, e para identifi¬ 
car geneticamente caracterfsticas fenotipicas clinicamente 
importantes. 
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Caracteristicas gerais dos tres generos de dermatofitos 

Genera Epidermophyton 

Este genera e caracterizado pela ausencia de esporos 
pequenos, denominados microconidios, e presen^a de macro¬ 
conidios grandes, largos, clavados de parede lisa, com ate nove 
septa^oes (20 a 60 pm de comprimento por 4 a 13 pm de lar- 
gura). Aparecem isolados ou em cachos com 2 ou 3 conidios. 
E. floccosum e a unica especie patogena para o homem, inva- 
dindo pele, unhas e, raramente, cabelo. 

Genera Microsporum 

Especies de Microsporum produzem macroconidios e 
microconidios raros ou numerasos, dependendo do meio e 
do substrato. A identifica^ao da especie depende muito das 
caracteristicas de cada macroconidio, que e de parede rugosa, 
equinulada a verrucosa. Os macronidios tambem variam na 
forma, tamanho (6 a 160 pm x 6 a 25 pm), numero de septos 
(ate 15) e espessura da parede celular. Microconidios sao piri- 
formes ou clavados e aparecem, em geral, isolados ao longo 
das hifas. Especies de Microsporum invadem cabelo e pele e, 
mais raramente, unhas. 

Genera Trichophyton 

Neste gSnero os macroconidios tern parede lisa, fina ou 
espessa, variavel na forma (clavados, fusiformes ou cilindri- 
cos), no numero de septos (ate 12) e no tamanho (8 a 86 pm x 
4 a 14 pm). Aparecem unicos ou em cachos. Microconidios sao 
geralmente, mais numerasos do que macroconidios e podem 
ser globosos, piriformes ou clavados, dispor-se isoladamente 
ou em cachos. A produ^ao abundante de microconidios e o 
aspecto mais caracteristico deste g&nero. 

► Micoses cutaneas e sistemicas 

- Candidiase 

A candidiase ou candidose e infec^ao primaria ou secun¬ 
daria causada por especies do genera Candida. Embora este 
genera compreenda 163 especies, mais de 60% das infec^oes 
sao causadas por Candida albicans. 

O conhecimento da ecologia de leveduras revela que diver- 
sas especies de Candida sp. fazem parte da flora de individuos 
sadios e que estao amplamente distribuidas no meio ambiente, 
na fauna e flora, solo e agua. 

C. albicans e comensal do trato gastrintestinal e genituri- 
nario do homem e de varios animais de sangue quente. Nos 
estudos de prevalencia de especies de Candida nos diferentes 
sitios anatomicos os resultados dependem, em grande parte, 
do grupo populacional, do tipo de material clinico analisado e 
dos metodos laboratoriais empregados. 

Entre as especies de Candida presentes na cavidade bucal, 
C. albicans e a mais frequente (70%), seguida de C. tropica- 
lis (6,7%), C. glabrata (6,6%), C. parapsilosis (1,9%), C. krusei 
(1,7%), C. kefyr (1%) e C. guilliermondii (0,4%). A presen^a 
de leveduras na boca e mais alta em bebes no periodo entre 
1 semana e 18 meses de idade (46%). Recem-nascidos podem 
adquirir a levedura ao nascer, durante o parto, ou por meio 
de mamadeiras contaminadas ou, ainda, por manipulate de 
pessoal de enfermagem, portadores assintomaticos do fimgo. 
Maior frequencia de leveduras e encontrada em usuarios de 
prateses ou diabeticos e individuos que fazem uso de dietas 


com a^ucares. Talvez esta ultima condi^ao explique a forte 
associate entre leveduras e pessoas de meia-idade. 

Pessoas com higiene oral deficitaria tem maior quantidade 
de leveduras na boca; a frequencia na cavidade bucal pode 
variar de 2 a 69%. A lingua, seguida do palato e da mucosa 
bucal, e o local de predile^ao de especies de leveduras. A popu¬ 
late de leveduras no trato gastrintestinal e ainda mais ele- 
vada, tanto no estomago quanto nos intestinos; aqui tambem 
C. albicans e a levedura mais isolada. 

A present de leveduras no canal vaginal foi exaustiva- 
mente confirmada, e a frequencia em mulheres aparentemente 
sadias alcanna taxas de 30%. A concentrate e a frequencia 
de leveduras no conduto vaginal sao maiores em jovens que 
usam roupas apertadas. A alta prevalencia de leveduras e 
encontrada em mulheres gravidas, no 3 s trimestre de gravidez, 
e cai drasticamente apos o parto, sugerindo que fatores fisio- 
logicos relacionados a gravidez predispoem o epitelio vaginal 
a colonizapao fungica. Por outro lado, o uso de antibioticos, 
contraceptives hormonais e estagios do ciclo menstrual, fato¬ 
res considerados importantes, nem sempre se correlacionam 
diretamente com um maior numero de leveduras. 

Altas concentra^oes de progesterona e estradiol, altera^ao 
do pH e aumento da concentrate de glicogenio no conteudo 
vaginal sao condi^oes propicias ao desenvolvimento de 
Candida e manifesta^ao clinica de vulvovaginite. C. albicans e 
a especie mais frequente em grupos de mulheres sem sintoma- 
tologia aparente, assim como naquelas que apresentam quadro 
de vaginite (84%), seguida de C. glabrata e outras. Leveduras 
sao raramente isoladas de pbnis, exceto de parceiros sexuais de 
mulheres com candidiase vaginal. 

C. albicans nao e normalmente encontrada na pele de 
pessoas sadias, no entanto, pode ser encontrada em fissuras 
intertriginosas dos dedos ou da regiao perianal. Isolamentos 
dessa especie sao comuns da pele das nadegas de bebes com 
dermatite e dos interdigitos de pacientes com “pe de atleta”. 
A instala^ao dessas manifesta^oes cutaneas depende de fato¬ 
res ambientais, sudorese, oclusao e resposta inflamatoria do 
hospedeiro. 

As formas clinicas de candidiase sao diversas, incluindo 
micoses cutaneas (unha, pele, mucosas), candidiase mucocuta- 
nea cronica, infec^ao de corrente sanguinea, endocardite, 
meningite, peritonite, gastrenterite, endoftalmite, infeepao de 
suprarrenais e, raramente, pneumonia. 

Cerca de outras 20 especies ja foram descritas como agen- 
tes de quadros clinicos e, portanto, a definite acurada da 
etiologia do processo e necessaria em estudos de interesse 
epidemiologico. As especies envolvidas em infec^oes sao 
C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei , C. guilliermondii, C. 
glabrata, C. dubliniensis, C. kefyr (C. pseudotropicalis ), C. 
lusitaniae , C. viswanathii e C. famata. A distribuito das 
especies esta relacionada ao sitio topografico de infec^ao e 
material clinico. C. parapsilosis 6 um dos principals agentes 
de endocardite associada ao uso de cateteres. C. tropicalis e 
o principal patogeno envolvido em infec^ao disseminada em 
pacientes imunocomprometidos a partir de fezes. C. lusi¬ 
taniae foi isolada de casos graves com infec^ao de corrente 
sanguinea (fungemia), e C. viswanathii, de LCR de paciente 
com meningite. 

C. dubliniensis e considerada levedura emergente, pato¬ 
gena de cavidade bucal de pacientes HIV-positivos e AIDS e 
de usuarios de drogas intravenosas. Foi descrita em mulheres 
com vaginite sem associa^ao a infec^ao pelo HIV e tambem 
isolada de fezes. Embora seja primariamente associada a epi- 
sodios de candidiase oral em pacientes HIV-positivos, mais 
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recentemente foi associada a doen^as sistemicas em indivi- 
duos transplantados ou com neoplasias. 

Relatos isolados de infec^ao ocular pos-trauma e fungemia 
devido a C. lipolytica sao encontrados na literatura. Do mesmo 
modo, C. haemulonii foi relacionada a casos de fungemia e C. 
norvegensis , a quadros de peritonite e doen^a invasiva. 

Outras especies, incluindo C. catenulata, C. intermedia e C. 
zeylanoides, sao, ocasionalmente, isoladas de especimes clini- 
cos de pacientes com suspeita de micoses oportunistas, porem 
com dados insuficientes para caracteriza-las como agentes dos 
processos. 

A candidiase nao tern limita^ao geografica, porque esta 
mais relacionada com predisposi^ao do hospedeiro do que a 
fatores geograficos. As condi^oes mais frequentes sao AIDS, 
intervenedes cirurgicas, imunossupressao iatrogenica, catete- 
res intravenosos, antibioticoterapia de longa dura^ao, quimio- 
terapia citorredutora, neutropenia, doen^as hematologicas e 
degenerativas, queimaduras de grande extensao e uso de dro- 
gas injetaveis. 

C. albicans e isolada do meio ambiente em aguas polui- 
das, aguas marinhas, solo, ar e plantas, e e atribuida a conta¬ 
minate recente por excrementos humanos ou animais. Por 
esse motivo, aiguns autores consideram sua ocorrencia uma 
indica^ao de poluiqao, principalmente em aguas de recrea^ao. 
Outras especies de Candida tambem contaminam bebidas e 
generos alimenticios. 

Candida albicans nao e uma entidade unica, mas um con- 
junto de fenotipos e genotipos. A caracterizaqao por tipagem 
fenotipica ou genotipica e de grande interesse em epidemiolo- 
gia, para estudos de prevalencia temporal e espacial. Diversos 
metodos de tipagem, dentro desse objetivo, foram desenvolvi- 
dos. Os resultados permitem a conclusao de que, com poucas 
exce^oes, os individuos carreiam o mesmo tipo de C. albicans 
em diferentes sitios. Os estudos mostram tambem que deter- 
minados biotipos tern afinidade com determinados sitios ana- 
tomicos. 

Em rela^ao a patogenicidade, verifica-se que os mesmos 
tipos podem ou nao estar associados a sintomas clinicos de 
vaginite. O mesmo foi demonstrado em estudos de candidiase 
oral e esofagica em pacientes com AIDS. No caso de candidiase 
vaginal de repeti^ao, os mesmos tipos ou tipos com peque- 
nas diferenciaqoes sao isolados em episodios sequenciais. Em 
casos de candidiase sistemica, os tipos prevalentes sao iguais 
aos isolados de infec^oes superbciais. Por meio de estudos de 
tipagem, verifica-se tambem que a candidiase sistemica de ori- 
gem hospitalar pode ser causada por diversos tipos ou cepas 
de C. albicans. 

Nas infec^oes sistemicas, embora a C. albicans seja o 
patogeno mais isolado, a incidencia da infecqao de corrente 
sanguinea por outras especies, tais como C. tropicalis, C. kru- 
sei, C. parapsilosis, C. glabrata e C. lusitaniae, foi registrada 
nos ultimos anos. C. parapsilosis e cada vez mais isolada do 
sangue de pacientes hospitalizados. A importancia de C. tro¬ 
picalis e ressaltada, sendo relatada como agente infeccioso 
com alta mortalidade e associada a infec^ao sanguinea, bem 
como em casos de surtos de candiduria. C. krusei e consi- 
derada emergente e e isolada geralmente de pacientes com 
cancer. C. glabrata se apresenta em 3 a lugar como causa de 
infec^ao hospitalar em diversos estudos. Ressalta-se ainda a 
sua resistencia ao fluconazol e a outros azois, fato que con- 
tribui com o aumento de infec^oes em que esses farmacos 
sao utilizados, em muitos casos como profilaxia. Infec^oes 
por C. guillermondi em pacientes cirurgicos apos nutri- 
^ao parenteral e uso de cateter tambem tern sido descritas. 


C. dubliniensis esta associada a candidiase da mucosa bucal 
em pacientes infectados pelo HIV. Esta especie apresenta 
caracteristicas morfologicas e bioquimicas semelhantes as da 
C. albicans , o que torna necessaria a utiliza^ao de metodos 
moleculares para diferencia-las. Aiguns testes fenotipicos 
sao aplicados para a diferencia^ao das duas especies, como o 
uso de CHROMagar-PAL Candida. Em unidades de terapia 
intensiva de neonatos, C. tropicalis , C. glabrata e C. krusei 
tambem sao encontradas, correspondendo a quase 10% das 
infec^oes fungicas, e C. parapsilosis tern se destacado como 
causadora de candidiase sistemica neonatal. 

Diagnostic iaboratorial 

Os especimes clinicos mais comuns no laboratorio clinico 
para diagnostico da candidiase sao escamas obtidas por ras- 
pagem de lesoes cutaneas e unhas, secre^ao de mucosa, pus, 
secre^oes diversas, tecidos obtidos por biopsias, sedimento de 
urina centrifugada, liquido cefalorraquidiano, liquidos pleural 
e peritoneal, sangue e material de medula ossea. 

O diagnostico de candidiase depende da demonstra^ao 
de leveduras em brotamento, pseudo-hifas ou hifas nos teci¬ 
dos e do isolamento do fungo em cultura. Formas tipicas de 
candidiase incluem pseudo-hifas, com ramifica^oes e cons- 
tri^ao no septo com produ^ao de blastoconidios ovais perto 
do septo. As celulas e pseudo-hifas comumente medem 3 a 
5 pm de diametro. A taxa de produ^ao de hifas in vivo varia 
amplamente, e depende da cepa infectante, assim como do 
hospedeiro. Em algumas lesoes, o crescimento de hifas e pro- 
fuso com pequeno numero de leveduras, mas existem lesoes 
em que predominam as formas de blastoconidios em vez de 
hifas e pseudo-hifas. 

A observa^ao de hifas ou pseudo-hifas no material bio- 
logico pode ser feita pelo exame “a fresco” (sem corante) ou 
em prepara^oes citologicas (Figura 32.22). A observa^ao do 
especime “a fresco” e metodo rapido e tern boa sensibilidade 
quando feita por pessoas treinadas. A colora^ao de Gram e 
tambem bastante utilizada; as colora^oes de celulas de Candida 
pelo Giemsa ou Wright sao uteis para o diagnostico. O uso 
do calcofluor branco e uma tecnica muito sensivel, embora 
requeira microscopio fluorescente. O metodo que apresenta a 
maior sensibilidade para visualizar hifas ou pseudo-hifas em 
cortes histologicos e o metodo de Gomori, que permite avaliar 
melhor o grau de invasao no tecido do hospedeiro. 

No material obtido por biopsia a presen^a de pseudo-hifas 
de Candida pode ser de dificil distin^ao de hifas de Aspergillus 
quando nao sao observados blastoconidios. Por outro lado, 
C. glabrata nao forma pseudo-hifas e seus blastoconidios, de 
pequeno tamanho, podem ser confundidos com os de H. cap - 
sulatum. No caso de fungemia por Candida , celulas de levedura 
podem ser visualizadas em esfrega^os corados. Esfrega^os de 
LCR, humor vitreo, liquido sinovial e peritoneal sao rapidos, 
mas pouco sensiveis. O liquido deve ser primeiro centrifugado 
e uma lamina do sedimento deve ser corada. 

Metodos variados para pesquisa do agente no especime cli¬ 
nico podem ser utilizados no diagnostico. Estes se baseiam na 
detec^ao de antigeno circulante, anticorpos especificos, meta¬ 
bolites fungicos e DNA fungico pela rea^ao em cadeia da poli- 
merase (PCR). Esses metodos estao em constante desenvolvi- 
mento e parecem ser alternativas promissoras no diagnostico 
de candidiase disseminada. 

Resultado em exame direto positivo: presen^a de blastoco¬ 
nidios e hifas (ou pseudo-hifas) compativeis com Candida sp. 
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Figura 32.22 Pseudo-htfas e blastocontdios compattveis com Candi¬ 
da sp. A. KOH (400 x). B. Gram (1.000 x); C. Microcultivo de Candida 
albicans (400 x). 


Culture 

O crescimento de Candida sp. em meios de cultura e facil e 
rapido. Culturas de escamas de pele ou de mucosa comprovam 
o agente etiologico de dermatomicose quando o exame direto 
tlver sido positivo. Porem, as culturas tem menor valor diag¬ 
nostic se forem isoladas das regioes bucal, vaginal e anal, pois 
Candida faz parte da flora normal desses sitios. 

O isolamento de especies de Candida do trato digestivo, res- 
piratorio ou urinario tambem e de diffcil interpreta^ao. Nao ha 
consenso quanto alimites de corte para a distin^ao entre colo- 
nizaqao e infec^ao. Sugere-se o numero de 10 3 ufc/mf de urina 
coletada de jato livre como parametro de separa^ao. Mas, se a 
urina for coletada por pun^ao ou sonda, qualquer valor pode 
ser significativo. O diagnostic deve ser feito em bases clinica 
e epidemiologica, diante dos achados laboratoriais. 


Do mesmo modo, o isolamento de Candida de fezes deve 
ser interpretado de maneira cuidadosa e individualizada, 
especialmente se o paciente apresentar fatores predisponen- 
tes para micoses oportunisticas. Culturas de urina podem ser 
uteis em identificar pacientes com candidiase disseminada por 
C. tropicalis. 

O isolamento de especies de Candida de materiais biolo- 
gicos ditos nobres, tais como liquidos peritoneal e sinovial, 
LCR, medula ossea ou tecido obtido por biopsia profunda, 
deve sempre ser interpretado como significante, especial¬ 
mente em pacientes imunocomprometidos. Porem, o isola¬ 
mento de especies de Candida em hemoculturas nem sempre 
indica infec^ao disseminada, mas e um importante indicador 
de infecqao, que merece investigate clinica. 

Candida nao requer meios enriquecidos para seu cresci¬ 
mento. Varios meios de cultura podem ser utilizados, inclusive 
o classic agar Sabouraud, com antibiotics antibacterianos. 
No entanto, meios de cultura que contenham cicloeximida 
devem ser evitados porque certas cepas de C. krusei, C. parap- 
silosis e C. tropicalis sao sensiveis a esta sub stand a. Os tubos de 
cultura sao incub ados a 30°C e examinados nas primeiras 24 
a 48 h; se nao houver crescimento, devem permanecer por ate 
2 semanas. A grande maioria das especies de Candida cresce 
rapidamente, porem cepas de C. guilliermondii podem demo- 
rar mais de 1 semana. Especimes clinicos ricos em materia 
organica, como secre^ao respiratoria, permitem o crescimento 
abundante de leveduras e podem dar a falsa impressao de que 
o fungo esta presente em grande quantidade e esta invadindo 
o tecido pulmonar. Esta e uma interpretaqao falsa, e o numero 
de colonias nao tem relate com o quadro clinico. 

Assim como para outros fungos, existem metodos especiais 
recomendados para o isolamento de Candida a partir do san- 
gue. Os mais utilizados sao: lisecentrifuga^ao, sistema radio- 
metrico e meio de cultura bifasico. No caso de hemocultura 
em meios liquidos e recomendada aera^ao durante incuba- 
^ao, que pode ser feita com agita^ao diaria dos frascos, para 
aumentar a sensibilidade do metodo. O isolamento em meio 
bifasico, por exemplo BHI liquido e solido no mesmo frasco, 
tem grande utilidade e rendimento comparavel ao da lisecen- 
trifuga^ao. 

Identlficagao de especies de Candida 

No genero Candida estao incluidas leveduras com as 
seguintes caracteristicas gerais: teste do azul de diazonio 
(DBB) negativo, ausencia de pigmento carotenoide ou mela- 
nina; celulas globosas, elipticas, cilindricas ou triangulares, 
sem capacidade de formar compostos semelhantes ao amido, 
potencial para formar hifas verdadeiras ou pseudo-hifas, bro- 
tamento holoblastico (nao fialidico), ausencia de balistoconi- 
dios e artroconidios. 

O genero Candida e classificado na familia Cryptococcaceae, 
divisao Deuteromycota, classe Blastomycetes. A diferencia^ao 
especifica deste g&nero e baseada em aspectos morfologicos 
e fisiologicos. Os aspectos morfologicos microscopicos de 
algumas especies de interesse medico estao representados na 
Figura 32.23. 

As tecnicas convencionais para a identifica^ao das especies 
de Candida baseiam-se principalmente em metodos bioqui- 
micos, como fermenta^ao e assimila^ao de carboidratos, habi- 
lidade de formar tubos germinativos a 37°C em soro e produ- 
zir clamidoconidios em agar Corn-meal (Difco) acrescido de 
tween 80. 

Nos ultimos anos, diferentes meios cromogenos de cultura 
com capacidade de diferenciar C. albicans e outras leveduras 
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Figura 32.23 Caracteristicas morfologicas de especies de Candida de 
i nteresse medico. 


de interesse clinico foram lan^ados comercialmente. Esses 
meios t£m como fundamento a altera^ao na cor desenvolvida 
pelas colonias por raeio de indicadores de pH e fermenta^ao 
de compostos especificos ou substratos cromogenos. O meio 
de cultura CHROMagar e utilizado para isolar e identificar 
presuntivamente C. albicans , C. krusei, C. dubliniensis e C. 
tropicalis. Este meio permite a identifica^ao presuntiva das 
leveduras por conter varios substratos enzimaticos que, hidro- 
lisados pelas hexoaminidases correspondentes, permitem a 
identifica^ao da levedura de acordo com a pigmenta^ao exi- 
bida pela colonia em 24 a 48 h. O meio utilizado indica colo¬ 
nias verde-claras para C. albicans, verde-escuras para C. dubli¬ 
niensis e azuis para C. tropicalis. No entanto, a diferencia^ao 
entre elas e bastante dificil. 

Foi descrito que o CHROMagar, quando suplementado 
com agar Pal, diferencia C. dubliniensis de C. albicans, sendo a 
primeira de cor verde-azulada e a segunda verde. 

Candida albicans, a principal especie patogenica, cresce 
bem em agar Sabouraud em 3 dias a 25 a 37°C, formando colo¬ 
nia branca a creme, lisa e brilhante. As colonias em agar malte 
mostram melhor sua varia^ao em caracteristicas de superficie e 
franjas. A caracteristica macroscopica da superficie da colonia 
e instavel, podendo mudar da forma lisa para a rugosa, porem 
as caracteristicas das franjas sao relativamente estaveis. 

A colonia e composta de celulas globosas, ovais a alonga- 
das, de varios tamanhos. Alguns isolados frequentemente pro- 


duzem celulas globosas com brotos polares ou multiplos. Dois 
diferentes processos morfogeneticos podem ocorrer no genero 
Candida, alem da forma^ao de blastoconidios: pseudo-hifas e 
hifas verdadeiras. A forma^ao de blastoconidios e favoravel 
em condi^oes de pH acido e glicose como fonte de carbono. A 
pseudo-hifa origina-se apos brotamentos sucessivos e a sepa¬ 
rate entre celula-filha e celula-mae nao ocorre. A cadeia de 
brotos se desenvolve com o alongamento e uniao das celulas, 
assemelhando-se a uma hifa. No entanto, diferenciam-se das 
hifas verdadeiras pela presen^a de constri^oes nos septos. 

A capacidade de produ^ao de pseudo-hifa e caracteristica 
de quase todas as 163 especies de Candida. A forma^ao da hifa 
verdadeira, no entanto, so ocorre em poucas especies e se da a 
partir do tubo germinativo. O tubo germinativo e a germina- 
^ao de um blastoconidio, portanto, nao ha septo entre o blas- 
toconidio e o tubo formado. A forma^ao de hifas e favorecida 
em pH acima de 6,5, a 37°C e diante de fontes de carbono com 
alto peso molecular, nao fermentaveis. 

Os metodos convencionais para a identifica^ao de espe¬ 
cies de Candida e outros generos, com base em testes fisio- 
logicos, auxanograma e zimograma, requerem periodos que 
podem ser longos para a leitura dos resultados. Os laborato¬ 
ries clinicos necessitam, porem, dispor de metodos cada vez 
mais eficientes. Alem disso, a frequencia de infec^es graves 
em pacientes imunocomprometidos ou hospitalizados vem 
aumentando progressivamente, pressionando a otimiza^ao 
dos metodos. Varios sistemas rapidos sao hoje disponiveis 
no mercado internacional; no entanto, esses sistemas podem 
nao ser adequados para cepas atipicas, alem de apresentarem 
outras restri^oes. 

Dentre os testes classicos, existem dois testes rapidos que 
permitem identificar C. albicans. Os testes se iundamentam na 
forma^ao de tubo germinativo e clamidosporos. A forma^ao 
de tubo germinativo e de clamidosporos sao os dois princi¬ 
pal criterios morfologicos para a identifica^ao de Candida 
albicans. O tubo germinativo e obtido em meios com albu- 
mina ou soro animal a 37°C, e clamidosporos sao formados 
em agar fuba com tween 80 a 25°C a 30°C. Aproximadamente 
90% dos isolados de C. albicans produzem clamidosporos 
(Figura 32.22C). Porem, uma pequena porcentagem de iso¬ 
lados de C. albicans da resultados falso-negativos. O teste do 
tubo germinativo, por outro lado, apresenta altos indices de 
resultados falso-positivos (ver Testes fisiologicos). 

C. albicans e C. dubliniensis sao bastante similares. No 
entanto, existem diferen^as significativas entre as duas espe¬ 
cies. C. dubliniensis, ao contrario de C. albicans, cresce pouco 
ou nao cresce a 42 a 45°C sobre agar batata-dextrose, na ausen- 
cia de [3-glicosidase intracelular, e algumas cepas exibem resis- 
tencia ao fluconazol in vitro. Por tecnicas moleculares, como 
PCR, podem-se identificar e diferenciar especies de Candida 
em menos de 4 h. A assimila^ao de a-metil D-glicosidio, lac- 
tato e trealose, pode tambem diferenciar as duas especies. 

No Quadro 32.15 sao apresentadas as caracteristicas mor¬ 
fologicas e bioquimicas das principais especies de Candida de 
interesse medico. 

Imunodiagnostico 

Em certas situates clinicas, os testes para pesquisa de 
anticorpos anti- Candida sao uteis e resultados positivos sao 
encontrados em 90% dos pacientes com infec^oes endovas- 
culares, especialmente com endocardite. No entanto, os testes 
sorologicos para pesquisa de anticorpos sao de valor limitado 
em pacientes imunodeprimidos. Testes como imunodifusao 
dupla, contraimunoeletroforese, aglutina^ao de particulas de 
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Quadro 32.15 ■ Caracterfsticas fisologicas e bioqufmicas de especies de Candida isoladas de espedmes dmicos. 
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latex e testes irnunoenzimaticos que empregam uma variedade 
de antigenos, como manana, antigenos citoplasmaticos, fra¬ 
mes especfficas e, mais recentemente, antigenos de tubo ger- 
minativo foram empregados com resultados variaveis, depen- 
dendo do imunocomprometimento humoral do paciente. 

Quando se trata do sorodiagnostico de candidiase dis- 
seminada, a pesquisa de antigeno circulante reveste-se de 
importancia devido ao fato de anticorpos anti-Candida nao 
distinguirem individuos com candidiase transitoria de formas 
patentes da doen^a ou de individuos aparentemente normais. 

A maioria dos testes sorologicos detecta componentes da 
parede celular ou antigenos citoplasmaticos, tais como manana, 
glucana, enolase, proteina de 47 kDa e outras. Atualmente, dis- 
poe-se de testes que empregam rea^oes de aglutina^ao com par- 
ticulas de latex (comerciais) ou irnunoenzimaticos para a pes¬ 
quisa de manana, empregando anticorpos monoclonais, bem 
como anticorpos antienolase em ensaio de EIA sanduiche. 

Mesmo usando-se esses testes os valores de sensibilidade 
e especificidade sao relativamente baixos, pois alguns antige¬ 
nos, como manana, sao liberados em quantidades pequenas e 
a antigenemia e transitoria. Atualmente, estao em desenvolvi- 
mento testes que detectam diferencialmente a e ( 3 -manana no 
intuito de aumentar o valor diagnostico dos testes. 

Metodos moleculares 

A candidise invasiva e causa de altas taxas de mortalidade, e 
o diagnostico rapido e necessario para melhorar o prognostico 
desses padentes. A sensibilidade e especificidade dos metodos 
moleculares tornam-se alternativas promissoras, que podem 
levar a um diagnostico mais precoce. A crescente disponibilidade 
de sequencias do DNA possibilitou a analise comparativa, cons- 
tituindo uma ferramenta alternativa atraente para a identificac^ao 
de fungos. Metodologias de sequenciamento de DNA podem ser 
adquiridas comerdalmente ou desenvolvidas internamente. Esses 
metodos mostram diferentes graus de utilidade, dependendo da 
abrangencia e confiabilidade das bases de dados utilizados para 
compara 9 ao. O sucesso futuro de abordagens fundamentadas 
em sequenciamento dependent da escolha do alvo do DNA, da 
confiabilidade do resultado e da disponibilidade de um banco de 
dados de sequencias validadas para consulta e compara^ao. 

Desde a decada de 1990, diversos metodos de diagnostico 
de base molecular tem sido desenvolvidos e testados, e com 
eles se persegue a detec^ao de sequencias genomicas especifi¬ 
cas de Candida para alcan^ar um metodo de diagnostico rapido 
e confiavel para a detec^ao de candidiase invasiva. Qualquer 
metodo de diagnostico molecular para a candidiase necessita 
definir pelo menos os seguintes aspectos: o mecanismo de extra- 
^ao de DNA da levedura, o sistema de elimina^ao de possiveis 
moleculas que inibem ou interferem na rea^ao de amplifica^ao, 
o alvo no genoma e o sistema de leitura ou de detec<;ao dos pro- 
dutos amplificados. Uma vez estabelecido o sistema e necessario 
que seja aplicavel para amostras clinicas, sendo especialmente 
importante que permita a detec^ao de Candida sp. em amostras 
de sangue com alta sensibilidade e especificidade. 

A maioria das metodologias ate entao utilizadas para o diag¬ 
nostico da candidiase invasiva £ baseada em PCR e permite a 
detec 9 ao mais especificamente do genera, a especie e ate a carga 
fungica. Os genes mais comumente usados como alvo incluem 
os genes ribossomicos (rDNA 18S, 28S rDNA, ITS2 e regioes 
ITS 1 ), altamente conservados e estaveis, e tambem regioes com 
variabilidade especie-especifica intragenero (espa^adores), que 
conferem uma especificidade muito alta para a detec^ao e iden- 
tifica^ao de especies de Candida, e, menos frequentemente, os 
genes mitocondriais. Um dos problemas mais serios que essas 


tecnicas apresentam e o alto risco de falsos-positivos. Devido a 
elevada sensibilidade do metodo, uma eventual contamina^ao 
da amostra antes da amplifica^ao resulta em positividade. Os 
protocolos de PCR em tempo real, que minimizam a manipula- 
^ao de amostras e produtos de PCR, sao propostas interessantes 
para evitar esses problemas. A elevada sensibilidade do metodo, 
somada a possibilidade de quantifica^ao, pode facilitar o estabe- 
lecimento de criterios de avalia^ao para descartar falsos-positivos 
por contamina^ao, assim como diferenciar situates de coloni- 
za^ao e infec^ao fungicas. Mais recentemente, estudos que apli- 
caram Multiplex-Tandem PCR para diagnostico da candidemia 
mostraram sensibilidade de ate 97% e possibilitaram a detec^ao e 
identifica^ao de especies de Candida em soro e plasma. 

Estudos recentes sugerem que e necessaria a combina^ao de 
tecnicas para detectar antigeno, anticorpo, (l-3)-|J-D-glucana 
e DNA para otimizar o diagnostico. Alguns dos mais impor- 
tantes metodos moleculares de diagnostico testados para dife¬ 
rentes especies de Candida se encontram no Quadra 32.16. 

Candida orthopsilosis e Candida metapsilosis sao especies 
fenotipicamente indistinguiveis de Candida parapsilosis e foram 
recentemente descritas. Os metodos moleculares para a detec- 
9&0 dessas especies a partir de hemocultura podem ser testados 
por PCR utilizando-se o gene marcador SADH (gene alcool 
desidrogenase) seguido por digestao com a enzima de restri^ao 
MflIII (PCR RFLP). A analise do perfil do gene SADH, apos 
digestao com Mali!, permite a discrimina^ao e identifica^ao 
dessas especies. Os isolados com padroes distintos obtidos por 
RFLP sao, entao, caracterizados por analises de sequencias do 
ITS 1 -ITS 2 26S rRNA (D1/D2) e regioes do SADH. 

Alguns dos metodos moleculares para a discrimina^ao das 
especies fenotipicamente indistinguiveis de Candida parapsi¬ 
losis se encontram no Quadra 32.17. 

• Criptococose 

A criptococose e doen^a causada pelas leveduras capsuladas 
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii no homem e ani- 
mais (gado bovino, equino, caes, felinos, porcos e coalas). Outras 
especies de Cryptococcus podem estar envolvidas, embora com 
rara frequencia: C. albidus , C. laurentii e, mais recentemente, C. 
uniguttulatus foram isolados de casos humanos. 

O g&nero Cryptococcus tem mais de 38 especies, mas duas 
delas causam enfermidades principalmente em humanos: C. 
neoformans e C. gattii. A especie neoformans apresenta duas 
variedades, C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. 
grubii, e, ainda, cinco sorotipos: A para variedade grubii, D e 
AD para a variedade neoformans e B e C para a especie gattii. 

C. neoformans e C. gattii sao basidiomicetos, classificados 
na forma teleomorfica como Filobasidiella, e seu estado sexu- 
ado e obtido pela conjuga^ao de duas cepas compativeis, a e a. 
A especie neoformans apresenta uma variedade, Filobasidiella 
neoformans var. neoformans, sorotipos A e D, e outra, F. bacillis- 
pora, sorotipos B e C, dentro da familia Filobasidiacea. 

A associa^ao de C. neoformans e C. gattii excretas de varias 
especies aviarias, de arvores e madeiras em decomposi^ao levan- 
tou a questao sobre a possibilidade de que essas fontes sejam 
as naturais ou seus niellos primarios, tem sido atribuida a uma 
serie de adapta^oes bioquimicas que permitiriam a sobreviven- 
cia e seu crescimento nesses nichos. Estudos epidemiologicos 
reaiizados antes do advento da AIDS mostram que a var. neo¬ 
formans era amplamente distribuida, enquanto a var. gattii era 
restrita as regioes tropicais e subtropicais. Com o surgimento da 
AIDS, a porcentagem de casos da variedade gattii diminuiu sig- 
nificativamente, pois a grande maioria de pacientes com AIDS 
tem a infec^ao por C. neoformans var. grubii (sorotipo A). 
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Quadra 32.16 ■ Metodos moleculares aplicados no diagnostico de candidiase. 


Metodo diagnostics Efkacia 


Espedme dinico 

Tecnica 

Alvo 

Sensibilidade 

Espedfiddade 

Referenda 

Sangue animal 

PCR-EIA 

rDNA/lTS 

2 cel/200 p/ (10 cel/m/) 

var* 

Fujita etal. ,19% 

Hemocultivo positivo 

PCR-EIA 

rDNA/ITS 

IQ 2 cel/200 p£ (100%) 

100% 

Shin etal., 1997 

Sangue 

PCR-SB 

rDNA/tTS 

1 ufc/m^ (100%) 

98% 

Einsele eft?/.,1997 

Hemocultivo 

PCR fluoresc 

rDNA/ITS 

10 2 cel/200 pi 

100% 

Shin et al., 1999 

Sangue 

PCRJJPA 

rDNA/HS 

2 a 10 cel/m^ (lOOfg) 

var* 

Martin eta!., 2000 

Sangue 

Nested-PCR 

Gene P450 

< 10 cel 

100% 

Khanefo/., 2001 

Hemocultivos positivos 

Multiplex PCR 

rDNA/ITS 

96,9% 

87,5% 

Chang etal., 2001 

Hemocultivo positivo 

Multiplex PCR 

rDNA/ITS 

20 cel/2 \i£ 

100% 

Fujita et. al., 2001 

Sangue 

Nested-PCR 

Gene P450 

<10 cel 

100% 

Khan etal., 2001 

Soro 

PCRsn ELISA yEIA 

rDNA/ITS 

1 cel/ml 

99% 

Ahmad etal., 2002 

Sangue 

PCR-rt 

rDNA/ITS 

5ufc/ml(100%) 

72 a 97% 

Maaroufi etal., 2003 

Hemocultivos positivos 

| PCR-rt 

rDNA/ITS 

1 fg DNA 100% 

100% 

Selvaranganeftr/.,2003 

Hemocultivo 

Sequenciamento PCR 

rDNA/ITS 

■| 100% 

100% 

Iwen etal., 2004 

Sangue/soro 

Real-time 

J8S rRNA 

95 

97 

White, 2005 

Sangue/soro 

Real-time* 

18S rRNA 

93 

66 

Dunyach, 2008 



1 ITS 

H 77 

100 


Sangue/soro 

Real-time 18SrRNA 

ITS1/2 

91 

100 

McMul Ian, 2008 


^Quantitative QIAamp DNA Blood mini kit (Qiagen r Fran p) = to'f extr^ao de DNA. Adaptado parcialmente de Khot e Fredricks, 2009. 


Quadra 32.17 • Resumo de estudos publicados de metodos de identifica;ao com distribui^ao de C parapsilosis, C. orthopsilosis e 
C. mefapsilosis. 


Metodo usado para 
diferenciagao 

Origem dos 
espedmes 

Numero de isolados (%) por espede 



C parapsilosis 

C. orthopsilosis 

C. metapsilosis 

Pars ou regiao 

Referenda 

MLST, RAPD-PCR, 5/M-RFLP 

Fontesdfnicasdiversas 

20(74,1%) 

7 (25,9%) 

0 

EUA, Europa, 

Africa, Asia 

Tavanti etal., 2005 

Sequenciamento PCR direto de 
BacTec 

Sangue e outras fontes 
chnicas 

8 (88,9%) 

1(11,1%) 

0 

Australia 

Pryce etal., 2006 

Sequenciamento ITS, RAPD-PCR, 
dados defenotipagem 

Sangue e outras fontes 
dfnicas 

18(90%) 

0 

2 (10%) 

Hungria 

Kocsube etal., 2007 

5AM-RFLP, AFLP 

Fontesdfnicasdiversas 

277 (95,5%) 

13 (4,5%) 

Nao Informado 

Italia 

Tavanti etal., 2007 

SADH-mP, AFLP 

Fontes dfnicas diversas 

375 (94,9%) 

Nao informado 

20 (5,1%) 

Italia 

Hensgens ef al., 2009 

Sequenciamento ITS 

Sangue 

67 (85,9%) 

5 (6,4%) 

6 (7,7%) 

Espanha 

Gomez-Lopez etal., 2008 

SAM-RFLP 

Amostras dfnicas 
invasivas 

1762(92,1%) 

117(6,1%) 

34(1,8%) 

Estudo global 
(89 pafses) 

Lockhart et al., 2003 

Sequenciamento ITS, RAPD PCR 

Sangue 

29 (70,7%) 

10 (24,4%) 

2 (4,9%) 

Malasia 

Tay etal., 2009 

PCR com primers especfficos, 
5/MW-RFLP, D1/D2 e 
sequenciamento ITS 

Sangue (66) e outras 
fontes chnicas (48) 

109(95,6%) 

5 (4,4%) 

0 

Kuwait 

Asadzadeh etal., 2009 

SADH- RFLP 

Fontes dfnicas e 
ambientais 

160(94,67%) 

4 (2,37%) 

5 (2,96%) 

Portugal 

Siiva etal., 2009 

Sequenciamento ITS 

Sangue 

126(88,1%) 

13(9,1%) 

4 (2,8%) 

Brasil 

Gonsalves eta!., 2010 

SADH-PRP SADH, 

Sangue 

75 (95%) 

2 (2,5%) 

2 (2,5%) 

Dinamarca 

Mirthendiefa/.,2010 


sequenciamento ITS e 26S 

SAD = Gene de alcool desidrogenase; MLST - tipagem baseada em sequlndas Multitom. RAPD-PCR (random amplication of polymorphic DNA-PCR) - amplifica^ao aleatdria de DNA polimorfko; SADH (alcohol dehydiogenase) = alcool 
desidrogenase secundaria; RFLP [secondary alcohol dihydrogenase)=poilmorfiismode comprimentodefragmentosde nestrigao; AFLP (amplifrEd fragment lengestpolimosphism) = polimorftsmo de comprimento de fragmento amplificado; 
ITS (internal transcribed spacer) = espaqdor in tern otransoito. Adaptado parcialmente de Mirthendi etaL, 2010, 
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Cryptococcus sp. tem as enzimas lacase e fenoloxidase, que 
fazem parte de um complexo enzimatico com capacidade de 
degradar lignina presente em troncos e madeiras. 

A infec^ao primaria no homem ocorre quase sempre 
por via pulmonar, apos inala^ao de propagulos da levedura. 
Acredita-se que avia inalatdria seja a porta de entrada da infec- 
9 ao pelos basiosporos de C. neoformans e C. gattii a partir de 
fontes de contagio ambiental. Em animais, pode ocorrer apos 
ingestao ou implanta^ao traumatica. A infec^ao pulmonar no 
homem e quase sempre subcllnica e transitoria; no entanto, 
pode resultar em dissemina^ao por via hematogenica e ocor¬ 
rer infec^ao do sistema nervoso central (SNC) na vigencia de 
doen^a debilitante ou outros fatores. A criptococose pode se 
apresentar como infec^ao pulmonar, sistemica ou do SNC, nas 
formas aguda (rara), subaguda ou cronica. Acredita-se que 
os propagulos da forma sexuada sejam inalados e se deposi- 
tem nos espa^os alveolares, devido ao seu diminuto tamanho 
(< 2 pm). A prova de que a infec^ao tem inicio pela inala^ao 
do fungo e o isolamento de C. neoformans e C. gattii do ar 
atmosferico, alem de evidencias clinicas de inumeros casos 
necropsiados com criptococose pulmonar primaria. Alem 
da meningite aguda ou cronica, nas formas disseminadas da 
doen^a podem ocorrer formas cutaneas primarias e criptoco- 
coma (granuloma pulmonar). 

Ate as decadas de 1950 e 1960, a criptococose ocorria espo- 
radicamente em seres humanos e animais. Com o advento de 
terapias imunossupressoras agressivas, aumentaram progres- 
sivamente os casos confirmados dessa doen^a. Na decada de 
1980, com a pandemia da imunodeficiencia adquirida (AIDS), 
o numero de casos descritos passou a ser bastante alto, e hoje 
a sindrome e o maior fator predisponente para a doen^a. 
Criptococose ocorre em 6 a 8% dos pacientes com AIDS nos 
EUA, Europa e America do Sul, e em ate 35% dos pacientes 
na Africa. Esta maior prevalencia reflete a maior exposiqao ao 
fungo nesse continente. 

No Brasil ocorre em cerca de 6% dos pacientes HIV- 
positivos, ocupando a posi^ao de 2- doen^a neurologica mais 
prevalente em pacientes brasileiros com AIDS, e 5% deles tem 
a micose na forma de meningite. Portanto, a manifesta^ao da 
doen^a no SNC leva a suspeita de AIDS na sua grande maio- 
ria. Nos EUA, e a 4 s infec^ao oportunistica associada a AIDS. 
Em rela^ao a ocupaqao e ra^a, nao ha diferen^as na incidencia 
da doen^a. 

Outros fatores de predisposi^ao para a aquisi^ao e manifes- 
ta^ao da doen^a sao corticoterapia, doen^as malignas, trans- 
plantes, diabetes e cirrose hepatica. 

Diagnostic diferencial 

A criptococose do SNC deve ser diferenciada da menin¬ 
gite por Mycobacterium tuberculosis, Histoplasma capsulatum, 
Coccidioides immitis, Sporothrixschenckii, Brucella, Actinomyces 
ou especies de Arachnia, ou mesmo de tumor cerebral. 

A criptococose na forma pulmonar e indistinguivel cli- 
nicamente de outras infec^oes pulmonares e neoplasia. A 
criptococose cutanea e facilmente confundida com molusco 
contagio so, carcinoma de celula basal, carcinoma escamoso e 
sarcoidose. 

Diagnostic laboratorial 

A pesquisa do fungo e realizada em especimes como liquido 
cefalorraquidiano (LCR), escarro, lavado bronquico, pus de 
lesoes cutaneomucosas, urina, macerados de tecidos obtidos 
por biopsia, secre^ao prostatica, sangue e pun^ao de medula 
ossea. 


Cryptococcus neoformans e C. gattii caracterizam-se por 
apresentarem celulas globosas ou em forma ovalada, com cap- 
sula polissacaridica. As paredes dos blastoconidios sao espes- 
sas e as celulas contem, com frequencia, estruturas globosas 
dispersas no citoplasma, formadas por substancias refringen- 
tes a luz do microscopio. 

Muitas vezes, as capsulas t£m tamanho reduzido ou sao 
ausentes. Essas formas sao comuns em pacientes imunodefi- 
cientes e sob intensa terapia. As formas capsuladas podem ser 
observadas com facilidade em prepara^oes com tinta da China 
(Figura 32.24). Os organismos sao visualizados por contraste 
negativo. A tinta da China pode, eventualmente, conter par- 
ticulas ou estar contaminada com microrganismos que fun- 
cionam como artefatos ao exame direto; recomenda-se, por¬ 
tanto, a prepara^ao de lamina com salina e tinta como controle 
negativo na execu^ao do exame. Para a visualiza 9 ao de for¬ 
mas acapsuladas recomenda-se o exame direto com corante 
nigrosina, que confere colora 9 ao violacea para contraste dos 
blastoconidios. 

O LCR deve ser centrifugado, e, com as duas primeiras 
gotas do sedimento, deve-se realizar o exame direto. Com o 
restante deve ser processada a cultura. O sobrenadante e utili- 
zado para a pesquisa de antigeno soluvel polissacaridico, sem 
perda de sensibilidade. 

Secre 9 oes do trato respiratorio devem ser tratadas com 
substancias mucoliticas (N-acetilcisteina) ou hidroxido de 
potassio (a 30%) para a elimina 9 ao da maioria das celu¬ 
las do hospedeiro e outros artefatos. Os blastoconidios sao 
visualizados ao microscopio com luz de baixa intensidade. 
Os materiais tratados com KOH inviabilizam o fungo para 
cultura, mas o tratamento com mucoliticos permite o seu 




Figura 32.24 Blastoconidios capsulados compatfveis com Cryptococcus 
sp. A.Tinta da China (400 x). B. Mucicarmim (1.000 x). 
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cultivo. Urina se presta tambem para a pesquisa do fungo 
com tinta da China, apos centrifuga^ao. Nao se recomenda a 
utiliza^ao de esfrega^os fixados pelo calor para a visual iza^ao 
da levedura, pois esta nao e facilmente reconheclvel apos o 
processo. 

Tecidos obtidos por biopsia ou necropsia devem ser mace- 
rados antes do exame direto. Para esses materials, assim como 
materiais purulentos, a difusao da tinta da China e dificultada 
pela alta densidade do material biologic e laboratoristas expe- 
rientes devem realizar tambem o exame “a fresco” na pesquisa 
dos blastoconidios. 

A visualiza^ao de Cryptococcus nos tecidos e facilitada 
pelo uso de colora^oes especiais. As celulas podem ser cora- 
das segundo Gomori, ou pelo metodo de PAS ou mucicarmim 
(Figura 32.24). Neste ultimo metodo, as celulas capsuladas da 
levedura sao observadas, enquanto, nos outros, as capsulas 
nao sao visiveis. Cadeias curtas de leveduras, que lembram 
pseudo-hifas, sao observadas ocasionalmente. As celulas da 
especie gattii apresentam-se nos tecidos nas formas globosa 
a elipsoide. 

Resultado do exame direto positivo: presen^a de leveduras 
capsuladas compativeis com Cryptococcus sp. 

Culture 

Especies de Cryptococcus sao facilmente isoladas e manti- 
das em meios de cultura. Agar Sabouraud, com ou sem do- 
ranfenicol ou meios presuntivos, tais como agar niger, agar 
L-dopa ou dopamina, podem ser usados, dependendo das 
condi^oes do laboratorio. As variedades de C. neoformans e 
C. gattii produzem a enzima fenol oxidase, que oxida o acido 
cafeico presente no agar presuntivo, resultando na forma^ao 
de melanina; assim, o fungo e facilmente diferenciado por 
apresentar colonias marrons. 

Os meios presuntivos sao especialmente uteis para a seme- 
adura de materiais biologies considerados contaminados: 
secre^des do trato respiratorio, urina e fezes. Os meios presun¬ 
tivos nao devem conter mais de 0,1 % de glicose; meios ricos 
em glicose retardam ou inibem a forma^ao de pigmento mar¬ 
ram. A maioria das colonias com pigmento marram e celulas 
capsuladas sao C. neoformans. Algumas cepas de C. laurentii , 
porem, produzem colonias marrons; por outro lado, algumas 
cepas de C. neoformans nao apresentam a enzima fenol oxi¬ 
dase e crescem em agar niger como colonias brancas. Por isso, 
mesmo colonias brancas em meios presuntivos devem ser sub- 
metidas a testes fisiologicos, em particular se no exame direto 
do especime ou da cultura forem visualizados blastoconidios 
com capsula. 

Culturas com resultado falso-negativo podem ocor- 
rer. Algumas vezes, C. neoformans nao e isolado do liquor 
devido a presen^a de substancias inibidoras ou na vigencia 
de terapia antifungica. Nesses casos, pode-se inocular 2 a 
3 ml em meio liquido de Sabouraud e incubar em estufa 
com agita^ao. 

Na Figura 32.25 estao representados os procedimentos para 
o exame micologico do LCR. 

Secre^oes do trato respiratorio, pus, urina e material de 
lesao cutanea devem ser inoculados em agar Sabouraud ou 
outro meio, com ou sem antibiotics, mas sem cicloeximida. 
A maioria dos isolados de C. neoformans e sensivel a cicloexi¬ 
mida em concentrates de 6 a 16 pg/mf. 

A cultura positiva de urina pode indicar criptococose dis- 
seminada, mesmo na ausencia de sinais clinicos que envolvam 
o trato urinario, especialmente procedentes de pacientes com 


AIDS. No acompanhamento da terapeutica, e indicada a cul¬ 
tura de urina empregando o metodo da membrana filtrante 
em meio de agar niger. Essa metodologia permite a detec^ao 
de 1 ufc por litro de urina. 

A hemocultura e positiva em cerca de 10% dos casos de 
criptococose, mas sua utilidade e maior nos pacientes com 
AIDS ou outras imunodeficiencias. O isolamento em meios 
bifasicos (p. ex., BHI) e mais adequado, apesar de serem reco- 
mendados tambem meios liquidos de cultura adicionados 
de peroxido de hidrogenio (I m^/50 ml de meio) ou, ainda, 
metodo s que utilizem lisecentrifuga^ao. 

Para o isolamento de C. neoformans, as culturas devem 
ser incubadas a 30 a 32°C; a variedade neoformans cresce 
bem a 37°C e colonias aparecem apos 2 a 3 dias; a variedade 
gattii prefere temperaturas de 30 a 32°C e colonias apare¬ 
cem apos 2 dias. Em agar Sabouraud, agar extrato de malte, 
agar chocolate ou agar sangue a levedura cresce facilmente, 
formando colonias brilhantes, viscosas e umidas de tonali- 
dade creme. 

As caracteristicas micro scopicas do genera Cryptococcus 
incluem ausencia de balistoconidios e hifas verdadeiras, inca- 
pacidade de fermentar, franca assimila^ao de inositol e alta 
produ^ao de urease. Sao essas as provas basicas para a identi- 
fica^ao de genera. 

Na determinate da especie gattii e geralmente utilizado 
o agar canavanina-glicina-azul de bromotimol; em 1 a 5 dias, 
somente isolados da especie gattii mudam o meio para a cor 
azul. O aminoacido D-prolina e tambem utilizado para dife- 
renciar as duas especies; somente gattii utiliza-o como unica 
fonte de nitrogenio e, portanto, pode ser adicionado como 
fonte de N em auxanogramas. A variedade grubii so e diferen- 
ciada da var. neoformans por metodos de analise de DNA ou 
por sorotipagem. 

Sondas comerciais tern sido desenvolvidas para testes 
de hibridiza^ao de DNA, apresentando excelente especi- 
ficidade e sensibilidade, porem, essas metodologias ainda 
nao representam uma ferramenta importante no diagnos¬ 
tic dessa doen^a. Varios sao os protocolos para a rea^ao 
da PCR na detec^ao de DNA em especimes clinicos com 
suspeita ou detec^ao presuntiva do agente, mas ainda nao 
se dispoe de metodos de referencia que possam ser uteis na 
pratica clinica. As modalidades de PCR nested, PCR multi¬ 
plex e PCR em tempo real ja foram avaliadas para amostras 
de LCR. PCR nested com dois pares de primers baseados na 
regiao ITS do DNA ribossomico apresentou especificidade 
e sensibilidade adequadas, quando aplicada em amostras 
contaminadas com bacterias. PCR multiplex usada para 
a amplifica^ao de ITS1 e ITS2 de RNA ribossomico per- 
mitiu o diagnostic diferencial entre algumas especies de 
Candida e Cryptococcus. A amplifica^ao da regiao 18S do 
RNA ribossomico tambem foi realizada por tecnica de PCR 
nested e PCR em tempo real, o demonstrando com sucesso o 
DNA de C. neoformans em amostras de tecidos. Entretanto, 
nenhuma dessas tecnicas esta disponivel ou validada para 
uso em rotina laboratorial. 

No Quadra 32.18 sao apresentados os principals aspec- 
tos morfologicos e caracteristicas bioquimicas de especies de 
Cryptococcus de interesse medico. 

Imunodiagnostico 

No diagnostic da criptococose e altamente recomendada 
a pesquisa de antigeno soluvel polissacaridico (glucuroxilo- 
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Figura 32.25 Procedimentos para exame micologico de Ifquido cefalorraquidiano. 


Quadra 32.18 • Caracteristicas fisoldgicas e bioquimicas de Cryptocotms isoladas de especimes drnicos. 
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manana), presente na capsula da levedura. O teste, comer- 
cialmente disponivel sob forma de kit, baseia-se em rea^ao de 
aglutina^ao e e de facil execu^ao. Particulas de latex, revestidas 
com globulina anti-C. neoformans, sao aglutinadas diante das 
minim as concentrates de antigeno soluvel presente no LCR 
on soro. Amostras de urina, lavados e aspirados broncoalve- 
olares demonstraram, mais recentemente, possuir concentra¬ 
tes do antigeno. Os sistemas comercializados podem conter 
particulas revestidas com anticorpos policlonais ou monoclo- 
nais. Existe variabilidade de resultados nos diferentes sistemas, 
mas a sensibilidade do teste e de 95 a 99%. 

Altos titulos de antigeno sao correlacionados com gravidade 
e, da mesma maneira, sua diminui^ao corresponde a bom prog- 
nbstico. Em pacientes com AIDS, os titulos em geral sao bastante 
altos (acima de 10 4 ) e nao ha clara correla^ao entre a melhora do 
paciente e a queda dos titulos, principalmente no soro. 

Reates falso-positivas podem ocorrer, relacionadas com 
fator reumatoide, doen^as causadas por Trichosporon beigelii e 
bacilos gram-negativos. Para contornar esse problema, alguns 
sistemas apresentam controles internos para excluir fator reu¬ 
matoide; outros usam tratamento previo com enzima pronase 
com a mesma finalidade. 

Testes imunoenzimaticos para pesquisa de antigeno apre¬ 
sentam tambem alta sensibilidade e especificidade. Os ensaios 
utilizam sistema de captura policlonal e sistema monoclonal 
de detec^ao, nao necessitando de tratamento previo da amos- 
tra com enzimas. Essas provas nao sao, ainda, de amplo uso 
em laboratories clinicos. 

Metodos moleculares 

Na micologia as caracteristicas micromorfologicas, bioqui- 
micas e sorologicas de um determinado organismo frequente- 
mente direcionam a identifica^ao do patogeno. Contudo, essas 
estrategias nem sempre sao suficientes para o diagnostico 
laboratorial da criptococose. Atualmente, existem sequencias 
genicas especificas que podem ser usadas para detectar C. neo¬ 
formans e C. gattii a partir de especimes clinicos e culturas. 
Varios sao os protocolos para a rea^ao da PCR na detec^ao 
de DNA em especimes clinicos com suspeita ou detecto pre- 
suntiva do agente, mas ainda nao se dispoe de metodos de 
referenda que possam ser uteis na pratica clinica. As modali- 
dades de PCR nested, PCR multiplex e PCR em tempo real ja 
foram avaliadas para amostras de LCR. PCR nested com dois 
pares de primers baseados na regiao ITS do DNA ribossomico 
apresentou especificidade e sensibilidade adequadas quando 
aplicada em amostras contaminadas com bacterias. PCR mul¬ 
tiplex usada para a amplifica^ao de ITS1 e ITS2 de RNA ribos- 
somico permitiu o diagnostico diferencial entre as especies de 
Cryptococcus. A amplifica^ao da regiao 18S do RNA ribosso¬ 
mico tambem foi realizada por tecnica de PCR nested e PCR 
em tempo real, demonstrando com sucesso o DNA de C. neo¬ 
formans em amostras de tecidos. 

Essas sequencias podem ser usadas para identifica^ao, 
tipagem e estudo da genetica populacional. Dentre as prin¬ 
cipal tecnicas de identifica^ao estao a hibridiza^ao, que foi 
a pioneira na identifica^ao molecular e desenvolvimento de 
probes especificos para a detecto de patogeno, PCR e outros 
resultantes de modifica^bes da PCR, dos quais podemos citar 
PCR nested, PCR multiplex, PCR a partir de iniciadores ran- 
domicos (RAPD), PCR associada a analise do polimorfismo 
de comprimento de fragmento de restri^ao (RFLP, restriction 
fragment length polymorphism ) e PCR em tempo real. Esta 
ultima metodologia citada apresenta maior sensibilidade que 
os metodos de rotina. Em rela^ao aos metodos de tipagem, os 


mais eficientes na diferencia^ao entre os tipos e os sorotipos 
sao PCR fingerprinting, PCR-RFLP, AFLP, MLST e a carioti- 
pagem. 

Recentemente, o uso de Luminex® xMAP para a identifi- 
ca^ao simultanea de especies fungicas clinicamente relevan- 
tes, inclusive C. neoformans, aplicando probes baseados em 
sequencias ITS2 (espa^o interno transcrito especie-especifico 
2) vem levantando perspectivas para a substitui^ao dos meto¬ 
dos moleculares convencionais. 

Eventuais fatores de erro com essas metodologias sao a 
possibilidade de resultados falso-positivos, consequentes a 
contamina^ao ou amplia^ao nao especifica, e resultados falso- 
negativos decorrentes de questoes tecnicas relativas a extra^ao 
do DNA ou ma conserva^ao do especime biologico, o que per- 
mite a degrada^io do DNA. Ferramentas moleculares tambem 
possibilitam a identifica^ao de especies nao frequentemente 
descritas, como C. laurentii, e podem fornecer resultados mais 
compreensivos do que o diagnostico convencional, enrique- 
cendo o entendimento da epidemiologia e historia natural da 
criptococose. 

As principais tecnicas moleculares aplicadas ao diagnostico 
e a tipagem, as sequencias-alvo especificas para a identifica- 
to e diferencia^ao de C. neoformans e C. gattii, bem como os 
resultados de avaliafes da sensibilidade e especificidade de 
publica^oes se encontram no Quadro 32.19. 

- Trtcosporonose 

Especies de Trichosporon podem causar infec^es variadas 
em seres humanos - como a tricosporonose - em que as mani- 
festa$oes clinicas podem simular candidiase. Trichosporon 
spp. pode causar apenas lesoes superficiais (ver Micoses 
superficiais), e formas disseminadas, aguda e cronica, que sao 
frequentemente fatais em pacientes com doen^as malignas 
subjacentes. Quadros clinicos resistentes a terapia antifungica 
tradicional com anfotericina B incluem peritonite, endocar- 
dite e meningite; manifesta^oes alergicas broncopulmonares 
foram, tambem, descritas. 

T. cutaneum (sinonimo de T. beigelii) e especie mais fre- 
quente como agente de onicomicoses e piedra branca, nome 
dado a infec^ao fungica cronica da cuticula do pelo, des- 
crita originalmente por Beigel em 1865. Trichosporon spp. foi 
reclassificado em 1992, a partir de estudos moleculares, e sub- 
dividido em seis especies de interesse medico: T. cutaneum, 
T. asahii, T. asteroides, T. mucoides, T. ovoides e T. inkin. As 
duas ultimas especies tambem estao envolvidas em casos de 
piedra branca, e as demais especies sao responsaveis por pneu- 
monites, infec^oes mucosas, endocardites, queratites, hepati¬ 
tes, peritonites etc. Alguns estudos indicam que a resposta ao 
tratamento, a resistencia in vitro a antifungicos e, portanto, o 
prognostico do paciente, dependem da especie envolvida. A 
identifica^ao do agente, entao, pode ter relevancia clinica. 

T. asahii e especie oportunista, descrita como patogeno 
emergente em infec^oes disseminadas e nosocomiais em 
pacientes de UTI neonatal. O quadro clinico da infec^ao por 
este microrganismo e inespecifico e de muito mau prognos¬ 
tico. As causas de infec^ao por esta levedura estao relacionadas 
com o uso de antibioticos de amplo espectro, uso de corticos- 
teroides, parto vaginal, nutri^ao parenteral e uso prolongado 
de cateter. 

Diverse s estudos demonstram abaixa sensibilidade in vitro 
de T. asahii a antifungicos comumente utilizados, como anfo¬ 
tericina B e farmacos triazolicos. Alem disso, algumas cepas 
sao resistentes a 5-fluorcitosina. A administra^ao precoce de 
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Quadra 32.19 • Tecnkas moleculares aplicadas ao diagnostico e a tipagem, sequencias-alvos especfficas para a identifica^ao e diferenda;ao 
de C. neofbrmans e C gattii. 


Tecnica 

Alvos 

Vantagens 

Desvantagens 

Referenda 

Hibridiza^ao 

DNA poiimorficoe 
repetitivo 

Alta sensibilidade e especificidade 

Alto custo e trabalhoso 

Spitzer and Spitzer, 1992 

PCR nested 

ITS rDNA 

Alta sensibilidade e especificidade 

Present de contaminantes na rea$ao 

Rappeili etc/., 1998 

AFLP 

Eco Rl e Mse 

DNA/duas etapas 

Deteqao de variabilidade genetica 

Grande numero defases, muitos reagentes, 
qualidadedoDMA 

Boekhoutef£7/.2001 

PCR-RFLP 

Urease 

Especificidade; fase da hibridiza^ao pode ser 
ignorada 

Sensibilidade diminufda em caso de 
mutates isoladas 

Meyer etal., 2003 

PCR 

ITS e 5.6S rRNA 

Alta sensibilidade e especificidade; rapidez 
e viabilidade 

Present de contaminantes na extra^ao e 
fases da reato 

Paschoal etal., 2004 

PCR fingerprinting 

Microssatelite (GACA)4 

Mao e necessario conhecimento previo das 
sequencias-alvo; uso de/v/merspequenos; 
deteqao de polimorfismo 

Padronizagao da tecnica de acordo com as 
conduces de cada laboratorio 

Mm etal., 2005 

AFLP 

Capsula 

Alta sensibilidade e especificidade; alta 
resolugao e poder de amostragem; detecgao 
de variabilidade genetica 

Maior numero defases; maior numero de 
reagentes; alto custo 

Enache-Angoulvant 

effl/,,2007 

Cariotipo/RAPD 

DMA cromossomico 
Minissatelite repetitivo 

Mao e necessario conhecimento previo das 
sequencias-alvo; uso depr/merspequenos; 
deteqao de polimorfismo 

Padroniza^ao da tecnica de acordo com as 
conduces de cada laboratorio 

Almeida etal., 2007 

PCR multiplex 

Sorotipo especffico 

Amplificagao de 2 ou mais loci em apenas 1 
rea^ao; baixa quantidade de DMA extrafdo 

Interferencia devido ao polimorfismo; 
competi^ao de reagentes; possibilidade de 
produtos nao especfficos 

Leal etal., 2008 

Real-time PCR 

T8S/28 rRNA 

Alta sensibilidade e especificidade; detect o 
de niveis de expressao genetica; rapidez 

Interferencia na analise final devido a 
contaminate com DMA genomico; requer 
habilidade tecnica e suporte; alto custo 

Levy etal., 2008 

RAPD 

Minissatelite (M13) 

Nao e necessario conhecimento previo das 
sequencias-alvo; uso de primers pequenos; 
deteccao de polimorfismo 

Padronizato da tecnica de acordo com as 
condi^oes de cada laboratorio 

Capo or efa/.,2008 

MLST 

IGS, capsula, lacase, 
urease, fosfolipase 

Reprodutfvel e nao ambiguo; analise 
completamente automatizada; analise 

Limita0es na diferencia^ao de cepas 
quando os genes estao muitoconservados 

Chen etal., 2008 


simultanea de multiples loci 

Adaptado parclalmente de Sidrim etal., 2010. 


anfotericina B pode favorecer o prognostico e melhorar a evo- 
lu^ao clinica. Entretanto, quando os pacientes sao recem-nas- 
cidos, pode haver resistencia in vivo a essa substancia, o que 
explica as altas taxas de mortalidade nessa popula^ao. Alem 
disso, alguns estudos comprovaram a formaqao de biofilme 
por Trichosporon spp., que promove a persistencia da infecqao 
mesmo para cepas sensiveis k terapia antifungica. 

As medicares antifungicas mais novas, embora promisso- 
ras em rela^ao ao tratamento de infec^oes fungicas agressivas 
e resistentes em adultos e crian^as, nao tern sido estudadas 
em recem-nascidos. Esse e o caso da caspofungina, medica- 
mento ativo contra especies de Candida spp., mas nao contra 
Trichosporon spp. A combina^ao de caspofungina e anfoteri¬ 
cina B, ou com um antifungico triazolico, pode aumentar a 
eficacia clinica. A identifica^ao precoce do fungo a partir de 
especimes clinicos deveria estabelecer a comunicaqao urgente 
entre os professionals da UTI, a fim de serem providenciadas 
novas coletas de materials para culturas adicionais, teste de 
sensibilidade e inicio imediato do tratamento. O sucesso da 
terapia depende, tambem, da retirada dos cateteres de inser- 
qao profunda e do manejo adequado da neutropenia, quando 
for o caso. A frequencia, cada vez mais acentuada, de recem- 
nascidos em UTI e a probabilidade de colonizaqao, seguida 
de infec^ao por esses agentes etiologicos, requerem atenqao 
redobrada por parte dos medicos assistentes no diagnostico e 
tratamento das sindromes septicas. 


Exame direto e identificatfo dos agentes etiologicos 

Para o isolamento e identifica^ao da especie, diversos espe¬ 
cimes clinicos, como raspados cutaneos, tecidos obtidos por 
biopsias, pelos, sangue e urina podem ser utilizados. O diag¬ 
nostico laboratorial da tricosporonose inicia-se pelo exame 
microscopico da amostra biologica “a fresco”, com o uso de 
KOH ou corada segundo Gram, com exceqao de amostra de 
sangue, para o qual o exame direto tern baixa sensibilidade. A 
morfologia de Trichosporon caracteriza-se por apresentar hifas 
septadas e artroconidios, alem de blastoconidios. Para todas 
as amostras biologicas e indicado o isolamento do agente em 
meios de cultura. A cultura e, facilmente, obtida em 48 h a 
72 h, sob temperatura de 25 a 37°C em agar Sabouraud, com 
cloranfenicol, ou meios para hemocultura no caso de amostras 
de sangue. Para a identifica^ao fenotipica da especie sao utili- 
zadas provas fisiologicas, como assimilaqao e fermenta^ao de 
fontes de carbono e nitrogenio, mas a confirma^ao e realizada 
por analise molecular. 

Metodos moleculares 

A investigaqao molecular por metodos fundamentados na 
PCR, utilizando iniciadores especie-especificos, foi recente- 
mente desenvolvida com o objectivo de aplicar uma tecnologia 
mais simples, especifica e rapida para o diagnostico. A regiao 
do espaqador interno transcrito (ITS2), que e altamente varia- 
vel entre os genomas de cada especie de Trichosporon, tern sido 
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utilizada para gerar sondas de hibridiza^ao de oligonucleoti- 
dios para a identificaqao especifica. Atualmente, para fornecer 
sensibilidade adequada para a aplicaqao clinica, a amplifica^ao 
da regiao ITS2 e feita por PCR seminested, antes da hibridiza- 
qao dos produtos amplificados, para gerar um painel de teste 
usando a tecnologia comercialmente dispomvel denominada 
Luminex®. 

A tecnica de amplificaqao do material genetico utilizando 
sequencias iniciadoras aleatorias, como DNA polimorfico 
amplificado ao acaso (RAPD), foi utilizada para determi- 
nar a diversidade intraespecifica de T. asahii , associando-se 
as sequencias OPAO-15 e 1821 e resultando na obtenqao de 
cinco e tres padroes eletroforeticos, respectivamente. Essa 
tecnica e uma ferramenta util para a investiga^ao epide- 
miologica das fontes provaveis de infec^ao, pois permite a 
identifica^ao de subtipos moleculares dentro de uma unica 
especie. 

- Outras leveduroses 

Rhodotorula sp., levedura que compoe a flora normal da 
pele, vive saprofiticamente em variados nichos ambientais. No 
entanto, seu carater oportunista permite que, sob certas con- 
diqoes predisponentes, cause infecqoes como peritonite, pneu¬ 
monia, septicemia, meningite e endocardite, frequentemente 
relacionadas com o uso de cateter intravenoso. A participa^ao 
da levedura na etiologia do processo infeccioso so pode ser 
definida apos a verifica^ao de criterios inerentes as micoses 
oportunistas: 

■ Demonstraqao do agente no exame direto do especime cli- 

nico 

■ Isolamento repetido de cultura pura do mesmo agente 

■ Comprovaqao da invasao do fungo no tecido do hospe- 

deiro. 

A identificaqao de Rhodotorula sp. e relativamente facil, pois 
ela produz pigmentos carotenoides, que conferem cor salmao- 


laranja as culturas. Deve ser diferenciada de Cryptococcus sp., 
ja que ambos os generos apresentam caracteristicas fisiologi- 
cas comuns, como produ^ao de urease, incapacidade fermen- 
tativa, blastoconidios esfericos ou ovais e capsula. Rhodotorula 
pode ser distinguida de Cryptococcus sp. pela inabilidade de 
assimilar inositol e pela alta produ^ao de pigmentos carote¬ 
noides. 

Especies do genero Pichia (Hansenula) produzem infec- 
^ao humana. P. anomala desenvolveu episodios de infec^ao 
hospitalar em pacientes submetidos a cateter intravascular. P. 
angusta (H. polymorpha ) foi isolada de linfonodos do medias- 
tino de crianqas com doen^a granulomatosa cronica. A cultura 
do material biologico dos casos suspeitos desta levedurose e 
feita em agar Sabouraud. Em 1 semana, surgem colonias de 
leveduras de cor branco-creme de textura variada, lisa ou 
rugosa. Ao micro scopio sao observadas leveduras com brotos 
multilaterais, em geral com hifas ou pseudo-hifas. Os ascos- 
poros, em forma de chapeu do tipo elmo, e a assimilaqao de 
nitrato sugerem o diagnostico do genero. Assimila^ao e fer- 
menta^ao de carboidratos sao necessarias a sua identifica^ao 
especifica. 

Conforme descrito em Micoses superficiais, a levedura 
Malassezia furfur e o agente da pitiriase versicolor. A natureza 
lipofilica dessa levedura permite que ela se desenvolva em 
soluqoes ricas em lipidios, amplamente utilizadas em hospitals. 
Desse modo, no ambiente nosocomial, essa levedura pode se 
multiplicar em soluqoes de alimentaqao parenteral que conte- 
nham esses nutrientes. Pacientes sob esse regime podem apre- 
sentar febre devido a infec^ao de corrente sanguinea causada 
por essa levedura. Infec^oes como pneumonia e peritonite sao 
exemplos de manifesta^oes clinicas apos fungemia. A suspen- 
sao da fonte de contaminaqao, em regra solu^ao hiperlipemica, 
resulta em regressao do quadro, mas, eventualmente, ha neces- 
sidade de terapia antifungica. Para o isolamento da levedura e 
necessaria a adi^ao de azeite de oliva ao meio de Sabouraud e 
incub a$ao a 35 a 37°C. No caso de fungemia, hemoculturas 


Quadra 32.20 ■ Caracteristicas morfologicas e hioquimicas de algumas leveduras de interesse medico. 
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deverao ser realizadas. As colonias cremosas mostram peque- 
nos blastocomdios com brotamento em base larga. 

Saccharomyces cerevisiae e outras especies sao amplamente 
utilizadas em industrias alimenticias e de bebidas. Individuos 
expostos podem portar essas leveduras na flora normal, ou 
transiente, do trato gastrintestinal. Porem, o potencial pato- 
genico dessas especies em pacientes imunocomprometidos 
foi demonstrado em varios casos bem descritos na literatura 
especializada. Infec^oes de corrente sanguinea, orofaringe e 
mucosa de estbmago foram descritas. Na Europa, S. cerevisiae 
causa infec^oes pulmonares em padeiros. Em varias partes 
do mundo sao descritos quadros de vulvovaginite causada 
por cep as resistentes aos antifungi cos. No tecido do hospe- 
deiro, Saccharomyces sp. e semelhante a Candida sp. A iden- 
tifica^ao de genera e da especie segue a orienta^ao descrita 
para leveduras, apoiando-se em aspectos micromorfologicos 
e caracteristicas fisiologicas. A forma^ao de ascosporos e 
tipica do genera Saccharomyces e constitui requisito para sua 
classifica^ao. No Quadra 32.20 sao apresentadas as caracte¬ 
risticas morfologicas e bioquimicas de algumas leveduras de 
interesse medico. 

► Fungos dimorficos causadores 
de micoses sistemicas 

Fungos dimorficos tern capacidade de crescer na forma de 
bolor a temperaturas entre 25 e 30° C e na forma de levedura 
(ou esferula) em meios enriquecidos ou tecidos do hospedeiro 
a 37°C. 

Os fungos dimorficos capazes de causar micoses siste¬ 
micas de forma endemica sao Paracoccidioides hrasiliensis, 
Histoplasma capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. 
duboisii, Blastomyces dermatitidis e o complexo Coccidioides 
immitisfposadasii. Estas duas ultimas especies sao morfologica- 
mente identicas, mas genetica e epidemiologicamente distintas. 
Fenotipicamente, C. posadasii difere de C. immitis por crescer 
mais lentamente em meio com altas concentrates de sal. 

Esses fungos dimorficos tambem sao chamados de pato- 
genos sistemicos ou primarios. Eles produzem hifas hialinas 
septadas e ramificadas, em cultivos a 25°C e, a temperatura 
de 37°C ou em tecidos, convertem-se em celulas arredonda- 
das brotantes. P. hrasiliensis e B. dermatitidis nao requerem 
nutrientes especiais e se convertem para a fase leveduriforme 
apenas com eleva^ao de temperatura (37°C). H. capsulatum 
requer, alem da temperatura alta, condi^ao nutricional de 
redu^ao, como grupos tiois da cisteina. A conversao de C. 
immitis/posadasii, de filamentoso (hifas com artroconfdios) 
para fase leveduriforme (esferula), e mais diffcil, necessitando, 
alem de eleva^ao de temperatura, atmosfera de C0 2 e nutrien¬ 
tes. Cuituras de C. immitis/posadasii representam grave risco 
biologico para o pessoal do laboratorio e devem ser manusea- 
dos com extremo cuidado em cond^oes de biosseguranqa de 
laboratorio de nivel 3. 

Os fungos dimorficos causadores de micoses sistemicas 
sao classificados na classe dos deuteromicetos. P. hrasiliensis, 
H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. duboisii, B. 
dermatitidis , C. immitis e C. posadasii designam as formas ana- 
morfas (estagio assexuado) destes fungos. Os estagios sexuais 
de H. capsulatum e B. dermatitidis sao classificados na ordem 
Onygenales, da subdivisao Ascomycotina. As formas teleo- 
morficas de C. immitis e P. hrasiliensis sao desconhecidas. 


Em meios rotineiros de laboratorio, a temperatura de 25°C 
a 30°C, essas especies geralmente crescem como bolores e 
produzem colonias sem caracteristicas proprias, podendo ser 
confundidas com outras especies saprobioticas de fungos. A 
maior diferenqa esta na velocidade de crescimento, pois colo¬ 
nias de fungos dimorficos desenvolvem-se mais lentamente. 

Outros fungos podem apresentar dimorfismo, como 
Sporothrix schenckii, Penicillium marneffei, C. albicans, 
Wangiella dermatitidis e outros, que sofrem transformaqoes 
morfologicas, espontaneamente ou de forma induzida. 

- Paracoccidioidomicose 
(blastomicose sul-americana) 

A paracoccidioidomicose (PCM) e micose sistemica de 
carater endemico que acomete trabalhadores rurais, princi- 
palmente do sexo masculino. Manifesta^oes polimorficas sao 
observadas com frequencia. A doen^a e caracterizada por 
infec^ao pulmonar primaria frequentemente inaparente que 
pode se disseminar, formando lesoes ulceradas na mucosa 
bucal e, ocasionalmente, na mucosa gastrintestinal. Os linfo- 
nodos sao comumente envolvidos e algumas vezes ha exten- 
sao para tecidos cutaneos ou envolvimento de varios orgaos. 
As manifesta^oes clinicas da PCM sao bastante variadas, pois 
podem comprometer qualquer orgao, aparelho ou sistema e, 
por esse motive, simular outras doen^as. Os orgaos mais com- 
prometidos sao puJmoes, pele, mucosa das vias aerodigestivas 
superiores, tubo digestivo, suprarrenais e linfonodos. A PCM 
se apresenta sob duas formas clinicas progressivas principals, 
isto e, a forma aguda/subaguda e a forma cronica. Por outro 
lado, tambem se observa a forma residual, referida como seque- 
lar, com comprometimento pulmonar, suprarrenal, laringeo, 
digestivo, encefdlico ou medular e, por fim, tegumentar. 

Paracoccidioides hrasiliensis abriga os grupos filogeneticos 
Si, PS2, PS3 e PbOl similares. Este ultimo e descrito como 
uma nova especie P. lutzii (isolado PbOl similares). Ambos 
sao dimorficos e apresentam caracteristicas morfologicas e 
de patogenia semelhantes. As formas tipicas do fungo na fase 
leveduriforme (fase L) sao celulas globosas, de contorno duplo 
e parede espessa, e inclusoes citoplasmaticas, que formam 
cadeias curtas de blastocomdios. Os brotamentos multiplos, 
especialmente em tecidos, podem se assemelhar a uma K roda 
de timao” e assumem tamanhos e formas diversas. 

Esta doen^a e restrita a America Latina, ocorrendo desde 
o Mexico ate a Argentina, com exce^ao de poucos paises. Sua 
distribui^ao e heterogenea, com areas de baixa e alta endemi- 
cidade. Maior numero de casos ocorre no Brasil, Colombia 
e Venezuela. Casos da doen^a foram descritos em paises da 
Europa, EUA, Africa e Asia; os pacientes adquiriram a infec^ao 
quando moraram na America Latina. As areas com maior pre- 
valencia no Brasil sao os estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, 
Rio Grande do Sul, Mato Grosso e Minas Gerais. A PCM tern 
sido diagnosticada em todas as Regioes do Brasil, mas predo- 
mina no Sudeste, Centro-Oeste e Sul do pais. Esses dados, no 
entanto, sofrem a influencia das migrates, pois muitos agri- 
cultores que se infectaram em areas de grande prevalencia da 
PCM adoeceram, anos depois, em outras regioes. A doen^a 
acomete individuos em sua fase mais produtiva, e conside- 
rada doen^a profissional, seu tempo de tratamento e longo e 
apresenta reativa^oes e sequelas em grande parte dos pacien¬ 
tes. To dos esses fatores determinam elevado custo economico 
e social. O diagnostico precoce da paracoccidioidomicose e 
importante, a fim de evitar as formas mais avan^adas e muti- 
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lantes da doen<;a, pois as lesoes pulmonares produzidas pelo 
fungo tem tendencia evolutiva, determinando fibrose residual. 
Alem disso, com o processo de envelhecimento, a s in tomato- 
logia respiratoria e o declinio da fun^ao pulmonar tendem a 
piorar gradativamente. 

A doen^a e confinada as areas geograficas com veroes umi- 
dos e quentes e com invernos secos, temperaturas medias entre 
14 e 30°C e solos acidos e ricos. Este fungo foi esporadicamente 
isolado do solo e de tatus capturados nos estados do Para e 
Sao Paulo. Foi isolado tambem de ra^oes de animals provavel- 
mente contaminadas com solo. O fungo, na fase filamentosa 
(fase M - micellar), produz propagulos facilmente destacaveis 
e suficientemente pequenos para atingir os espa^os alveola- 
res. A principal porta de entrada do fungo e a via respiratoria, 
embora, no passado, se acreditasse no papel da via cutanea por 
meio de trauma, principalmente na regiao bucal, devido ao 
habito de limpar os dentes com fragmentos de plantas. 

A doen^a e apontada como a 8- causa de morte no Brasil, 
considerando as doen^as infecciosas e parasitarias, predomi- 
nantemente cronicas. Ela e mais frequente em agricultores; 
ocorre principalmente em adultos do sexo masculino, em 
idade entre 30 e 50 anos (80 a 90% dos pacientes sao homens), 
embora tenham sido relatados casos em crian^as com menos 
de 10 anos e em idosos. Essas taxas diminuem em pacientes 
com menos de 30 anos e em crian^as, faixas etarias em que 
ambos os sexos sao igualmente afetados. A predominancia no 
sexo masculino pode ser explicada pelo efeito inibitorio dos 
estrogenos na transforma^ao do fungo da fase M para L. 

Todas as ra^as sao suscetiveis; fatores geneticos podem estar 
associados, bem como ma nutriqao e alcoolismo. A doen^a 
nao tem contagio inter-humano. Infec^ao assintomatica 
(paracoccidioidite) causada por P. brasiliensis ocorre em indi- 
viduos normals que vivem em areas endemicas e tem rea^ao 
intradermica positiva a paracoccidioidina. O contagio ocorre 
precocemente, com pico de incidencia entre 15 e 19 anos. A 
resposta positiva ao teste e identica entre os sexos. Estima-se 
que 10% das populates do Brasil, Colombia e Venezuela 
sejam infectadas. 

Diagnostico diferencial 

A paracoccidioidomicose, principalmente na sua forma 
pulmonar, deve ser diferenciada de outras micoses e de tuber- 
culose. Os achados clinicos e radio 16gicos sao inespecificos; 
no entanto, calcifica^ao extensa, efusao pleural e localiza^ao 
apical sao mais indicativas de histoplasmose e tuberculose. 
Foram descritos casos com tuberculose, paracoccidiodomi- 
cose e histoplasmose concomitantemente. A leishmaniose 
mucocutanea e endemica e coincidente em muitas areas da 
paracoccidoidomicose. As lesoes bucais, cutaneas e de fossas 
nasais sao semelhantes. O envolvimento dos linfaticos Simula 
doen^a de Hodgkin e outras doen 9 as malignas. As lesoes vege- 
tativas ulceradas sugerem cromoblastomicose e esporotricose. 
Casos avan^ados podem simular tuberculose sistemica e leish¬ 
maniose visceral. 

Diagnostico iaboratorial 

Os especimes clinicos para pesquisa do fungo dependem 
do sitio topografico envolvido, mas em geral sao escarro, 
lavado bronquico, lavado broncoalveolar; secre^oes ganglio- 
nares, nasais, cutaneas e oculares, raspado e crostas de lesoes 
ulceradas, fragmentos de tecidos (biopsias cutaneas, de orgaos 
internos e de ossos), urina, LRC e sangue. As amostras bio- 
logicas mais comuns, na pratica, sao as de trato respiratorio, 
ganglios, lesoes cutaneas e mucosas, que devem ser coletadas 


segundo a localiza^ao da doen^a. As amostras de trato respira¬ 
torio (escarro, aspirado, lavado e escovado bronquicos e lavado 
broncoalveolar) devem ser processadas rapidamente ou arma- 
zenadas a 4°C (geladeira), para evitar o crescimento de micror- 
ganismos contaminantes. O material deve ser submetido ao 
exame direto, que apresenta boa sensibilidade. Se o especime 
clinico for denso, pode-se colocar uma gota de hidroxido de 
potassio (KOH) a 10 a 20% para clarifica^ao. Tecidos devem 
ser macerados e clarificados do mesmo modo. Materiais que 
contenham muco devem ser tratados com substancias muco- 
liticas (N-acetilcisteina, 0,25 g, dissolvida em 25 mf de solu^ao 
de citrato 0,1 M, a 2,94%, em agua destilada em frasco escuro). 
Apos o processamento, o material deve ser centrifugado para 
concentra^ao e o sedimento, submetido ao exame direto H a 
fresco”. Nao se recomenda a colora^ao para exame direto de 
materiais biologicos, com exce^ao de tecidos obtidos por biop- 
sia. Deve-se lembrar que KOH inativa o fungo, inviabilizando 
o seu isolamento a partir do material biologico tratado. 

Em material de punqao ganglionar, formas do fungo sao 
abundantes: celulas globosas, ovais ou elipticas com 5 a 25 pm 
de diametro, inclusoes citoplasmaticas e multibrotamentos 
com parede de duplo contorno refringente (Figura 32.26A). 
Algumas vezes, podem ocorrer cadeias de 3 a 4 celulas. Em 
outros especimes biologicos, como raspado s de lesoes bucais, 
podem ser observadas formas unicas, pequenas, com parede 
espessa e refringente. Ocasionalmente, P. brasiliensis apresen- 
ta-se em formas diminutas (3 a 5 pm), com um unico brota- 
mento, e de dificil diferencia^ao com outras especies fungi¬ 
cas. Neste caso, recomenda-se o diagnostico diferencial entre 
Candida albicans (celulas menores, parede delgada apresen- 
tando ausencia de birrefringencia ou inclusoes), Cryptococcus 
spp. (celulas menores, uniformes, redondas acapsuladas, 



Figura 32.26 Biastoconidios compatfveis com Paracoccidioides brasi¬ 
liensis: A. KOH (400 X). B. HE {1.000 x). 
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ausencia de brotamento) e H. capsulatum (pequenas leveduras 
ovaladas no interior de celulas macrofagicas). 

Em material histopatologico, celulas fungicas podem ser 
mais bem observadas em coloraqoes de impregnaqao pela 
prata ou PAS do que sob colora^ao de hematoxilina-eosina 
(Figura 32.26B), especialmente quando as celulas tipicas mul- 
tibrotantes estao localizadas em granulomas. Estes sao forma- 
dos por celulas gigantes multinucleadas e celulas epitelioides, 
cujo centro contem uma ou mais celulas fungicas em contato 
com leucocitos polimorfonucleares. Muitas celulas apresen- 
tam-se unicas ou com um unico broto. As celulas com bro¬ 
tamento multiplo sao esfericas e comumente medem de 10 a 
20 pm de diametro. Os brotos, esf£ricos ou em forma de limao, 
ficam dispostos ao redor da celula-mae, conectados por pon¬ 
tes estreitas. 

Caso o exame seja negativo, tres coletas diarias ou em dias 
alternados deverao ser realizadas, para confirmar o resul- 
tado. Resultado de exame direto positivo: presen^a de for¬ 
mas leveduriformes com multibrotamento, compativeis com 
Paracoccidioides brasiliensis. 

Culture 

Estao disponiveis varios meios para o isolamento do agente, 
sen do recomendado o uso de meios enriquecidos com 15% 
de extrato de levedura, contendo cloranfenicol e cicloeximida 
ou ainda agar BHI (infusao cerebro-cora^ao) e agar extrato de 
levedura fosfato + NH 4 OH. O material e semeado em tubos e 
incubado a 25 a 30°C. Todos os meios devem conter cloranfe¬ 
nicol (250 mg /£) e preferencialmente cicloeximida (400 mg// 1 ) 
para inibir, respectivamente, contaminaqao bacteriana ou 
crescimento de fungo s anemofilos. Nessa faixa de temperatura 
o fungo cresce na fase micellar, lentamente, e surgem colonias 
brancas ou amarronzadas, cotonosas ou glabrosas em 15 a 
20 dias. Ao microscopio, podem ser visualizadas hifas hialinas 
septadas, com clamidoconidios intercalares ou terminals, com 
ou sem conidios. Quando presentes, os microconidios apare- 
cem lateralmente ao longo das hifas; artroconidios retangula- 
res podem, tambem, ser produzidos. 

Para o diagnostico definitivo e obrigatoria a conversao da 
cultura da fase M para a leveduriforme, em que aparecem as 
formas tipicas do fungo. Para tanto, pode-se usar agar BHI, 
agar SABHI (infusao de cerebro bovino, 100 g> infusao de 
coraqao bovino, 125 g, proteose peptona, 5 g, glicose, 21 g, 
NaCl, 2,5 g, Na 2 HP0 4 ,1,25 g, agar, 14 g, agua destilada q.s.p., 
1.000 mi 1 ; pH final, 6,7), meio de Kelley com hemoglobina ou 
agar Fava Netto com incuba^ao de 35 a 37°C. A colonia da 
fase L apresenta-se com aspecto cerebriforme, enrugada, fria- 
vel, branca a bege. Ao microscopio, celulas multibrotantes sao 
observadas, similares as de tecido (Figura 32.27). 

Outro metodo para a rapida identificaqao do fungo na fase 
miceliar e a pesquisa do exoantigeno caracteristico e/ou meto- 
dos moleculares. 

lmunodiagndstico 

Antigenos e testes sorologicos variados sao empregados 
para auxiliar o diagnostico da micose. Testes sorologicos 
como imunodifusao dupla (ID), contraimunoeletroforese 
(CIE), ELISA e immunoblotting constituent, na pratica, as mais 
importantes dessas tecnicas auxiliares. O filtrado de cultura da 
fase leveduriforme e usado mais frequentemente no teste de 
imunodifusao em gel de agar ou em contraimunoeletroforese. 
O isolado Pb 339 6 o mais empregado na obtenqao desse tipo 
de antigeno. No entanto, recentemente foram descritos casos 
em que PbOl -like foi isolado e verificou-se pouca reatividade 
dos soros desses pacientes a esse antigeno. 



Figura 32.27 Paracoccidioides brasiliensis: A. Forma miceliar. B. Forma 
leveduriforme (400 x). 


A sensibilidade das reaqoes varia em torno de 80 a 95%. 
Em imunodifusao dupla podem ser detectados ate tres siste- 
mas precipitantes, sendo mais comum o aparecimento da cha- 
mada banda 1 (proxima ao orificio do antigeno). Essa banda 
e identica ao antigeno E 2 e/ou fra^ao “gp 43”. Existem testes 
mais sensiveis, e os mais usados sao ELISA e immunoblot. 
Recomenda-se a triagem dos soros pelo teste ELISA e, nos 
casos de resultado negativo, a repeti^ao do teste apos 30 dias. 
Apos este perfodo e com persistencia de resultado sorologico 
negativo, descarta-se a possibilidade de PCM. Nos casos de 
sorologia positiva, realiza-se a tecnica de imunodifusao dupla 
semiquantitativa e/ou contraimunoeletroforese (CIE). Nos 
casos em que a imunodifusao dupla e/ou CIE for negativa, 
recomenda-se a realiza^ao do ensaio de immunoblot para 
confirma^ao do diagnostico sorologico. Por esta metodologia, 
pode-se detectar mais precocemente anticorpos especificos 
anti-P brasiliensis . 

Os metodos sorologicos sao utilizados tambem no acompa- 
nhamento da terapeutica, pois podem indicar, precocemente, 
recidivas. Os testes sao usados, em conjunto com outros indi- 
cadores, no controle de cura. Para isso sao realizadas titulaqoes 
semiquantitativas de anticorpos, pelos testes de imunodifusao 
dupla, contraimunoeletroforese, ou ELIS A. Com a melhora cli- 
nica, ocorre a queda no titulo de anticorpos especificos. Mais 
recentemente foi verificada presen^a de antigenos especificos 
na circular ao, principalmente, gp 43, que permite diagnostico 
precoce presuntivo e pode representar melhora clinica. Esta 
fraqao pode ser detectada tambem na urina de pacientes com 
doenqa ativa. 

Um dos grandes problemas clinicos na paracoccidioido- 
micose e o estabelecimento de criterios de cura. O uso de 
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testes sorologico s sensiveis combinados com exame micolo- 
gico negativo e melhora clinica podem ser bons parimetros 
de cura. Por outro lado, a detec^ao de antigeno e anticorpos 
espedficos na circula^ao sao os primeiros sinais de recaida. O 
monitoramento dos pacientes deve ser realizado com metodos 
sensiveis. Neste sentido, tem-se desenvolvido metodos como 
immunoblot para detec^ao de anticorpos especificos e pesquisa 
de antigeno na circulaqao pelo metodo de ELISA competitivo. 
No seguimento dos pacientes sao usadas as provas de IDD e 
CIE semiquantitativa. No criterio de cura desta doenqa tam¬ 
bem se utiliza o resultado sorologico, que deve ser negativo 
e/ou apresentar titulos menores que 1:2 em avaliaqoes conse- 
cutivas. Pacientes imunossuprimidos com doenqa associada a 
PCM podem apresentar resultado sorologico negativo. 

Metodos moleculares 

A presen^a de P brasiliensis pode ser detectada, com finali- 
dade diagnostica, com sensibilidade e especificidade alta, por 
meio da tecnica de PCR ou suas variantes. Dentre as principals 
tecnicas resultantes de modifica^oes da PCR, podemos citar: 
RT-PCR, PCR nested, PCR multiplex, PCR a partir de inicia- 
dores randomicos (RAPD), PCR associada a analise do poli- 
morfismo de comprimento de fragmento de restri^ao (RFLP, 
restriction fragment length polymorphism ) e PCR em tempo 
real. Essa metodologia apresenta maior sensibilidade que os 
metodos de rotina. Varias sequencias de DNA de P. brasiliensis 
de uso potencial no diagnostico foram relatadas, mas poucas 
foram aplicadas em amostras clinicas. As sequencias PC2 (5' 
ATA GAG GGA GAG CCA TAT GTA CAA GGT 3') e PC6 
(5' GGC TCC TCA AAG TCT GCC ATG AGG AAG 3') de 
GP 43 foram empregadas em amostras de escarro de pacien¬ 
tes com paracoccidioidomicose. Banda de 600 pb (PC2-PC6) 
especifica para P. brasiliensis foi demonstrada, porem algu- 
mas sequencias da gp43 podem sofrer substitutes e, assim, 
ha necessidade de maior aplica^ao delas para verificar a sua 
universalidade e especificidade. Esta metodologia tambem foi 
aplicada para amostras parafinadas e tern mostrado resultados 
promissores. 

Outros iniciadores, como os da sequencia MG2(1)F, 
5 '-GGG ATTCCCTAGGCAAACACTTGTGTGA-3'; MG2( 1) 
R, 5' - GTGCAGTTATCCACAAGCCATATATTC - 3', foram 
empregados em amostras de escarro de pacientes com a forma 
cronica. Em caso de recidiva, o teste molecular precedeu, por 
uma ou mais semanas, o resultado de testes classicos e foi capaz 
de detectar P. brasiliensis em uma amostra de LCR. E neces- 
sario adquirir mais experiencia para incluir testes molecula¬ 
res na rotina diagnostica. Eventuais fatores de erro com esta 
metodologia sao a possibilidade de resultados falso-positivos, 
consequentes a contamina^ao ou ampliaqao nao especifica, e 
resultados falso-negativos decorrentes de questoes tecnicas 
relativas a extrasao do DNA ou ma conserva^ao do especime 
biologico, responsavel pela degrada^ao do DNA. Nem sempre 
os procedimentos de observa^ao microscopica e cultivo dos 
materials biologicos podem ser realizados ou fornecem resul¬ 
tados positivos. A positividade das culturas pode ser prejudi- 
cada pela presen^a de contaminantes nos materiais semeados 
e, na maioria das vezes, o tempo requerido para o isolamento 
do fungo e longo. Por metodos moleculares pode-se realizar 
a identifica^ao do fungo principalmente para os isolados ati- 
picos. Atualmente, discute-se a possibilidade de P. brasiliensis 
nao ser especie homogenea e, portanto, especies cripticas sao 
aceitas. Varios iniciadores podem ser usados para a sua iden- 
tifica^ao molecular, como as sequencias PbITSIs e PbITS3a, 
que geram um fragmento de 418 pb. Tambem os iniciadores 


OL5 e OL3, em combina^ao com ITS1 e UNI_R, respectiva- 
mente, foram capazes de discriminar P. brasiliensis de outros 
fungos patogenicos por PCR. Tambem se pode identificar 
isolados tipicos e atipicos empregando sequencias do gene da 
gp43, assim como da regiao ITS ( ribosomal internal transcri¬ 
bed spacer regions ). 

- Histoplasmose | Doenga de Darling 

A histoplasmose e uma micose primaria pulmonar decor- 
rente da inala^ao de esporos de Histoplasma capsulatum. A 
doen^a tern distribui^ao mundial, mas fatores climaticos, como 
temperatura, umidade e caracteristicas do solo, parecem contri- 
buir para sua endemicidade, em particular na America Latina 
e regiao central dos EUA. Outras regioes endemicas incluem 
Africa, Australia e partes da Asia ocidental, em particular, 
India e Malasia. A histoplamose e notavel pela ocorrencia de 
surtos em distintas regioes de paises endemicos, incluindo o 
Brasil, em que a doenqa representa uma das micoses sistemi- 
cas mais frequentes. Inqueritos epidemiologicos comprovam a 
endemicidade da doen 9 a em todas as regioes, com predomi- 
nio na Regiao Sul do pais, particularmente no Rio Grande do 
Sul, area considerada hiperendemica para histoplasmose. Nos 
ultimos anos houve aumento do numero de casos em areas 
nao endemicas, como os continentes europeu e asiatico. A fre- 
quencia, provavelmente subestimada pela existencia de casos 
assintomaticos, ou com sintomatologia leve e inespecffica, e 
associada ao aumento no fluxo de turistas, empresarios e imi- 
grantes de zonas endemicas a essas regioes, embora deva-se 
tambem a melhoria do diagnostico da doen^a. 

Histoplasma capsulatum e um fungo dimorfico dependente 
da temperatura. A forma miceliana, composta de confdios e 
hifas, e isolada do solo, seu reservatorio natural, e obtida sob 
condi^oes experimentais em cultivos armazenados sob tempe¬ 
ratura entre 25°C e 35°C. Correntes de ar atmosferico e mano- 
bras como remo^ao de material contaminado, para limpeza, 
construijoes ou demoli^oes, promovem a dispersao dos coni- 
dios com alto potencial infectante e contribuem para a distri- 
bui^ao da doen^a em microfocos. Histoplasma capsulatum e 
encontrado tambem em animais, como morcegos, aves, roe- 
dores e marsupiais, em distintas regioes de paises da America 
Latina. O solo, enriquecido com substancias presentes nas 
fezes, promove o crescimento da fase saprofitica de H. capsula¬ 
tum e constitui um micronicho do fungos; minas, poqos, ocos 
de arvores, constru^oes antigas, forros, poroes e cavernas sao 
locais propicios ao desenvolvimento do fungo e representam, 
assim, fontes de risco para a infec^ao. Nos tecidos do hospe- 
deiro os conidios inalados transformam-se em celulas levedu- 
riformes de parede espessa, que se multiplicam por gemula^ao 
unica, caracterizando a forma invasiva. Em laboratorio, essa 
forma de levedura se mantem em cultivos sob temperatura 
alta, entre 35°C e 37°C. 

A doen^a e considerada uma zoonose pela Organiza^ao 
Mundial da Saude. O agente da histoplasmose apresenta tres 
variedades, a saber: (a) H. capsulatum var. capsulatum, agente 
de histoplasmose americana endemica na America do Norte, 
Central e America do Sul; (b) H. capsulatum var. duboisii, 
agente da histoplasmose africana endemica na Africa equa¬ 
torial oriental; e (c) H. capsulatum var. farciminosum, encon- 
trada apenas em animais. A reproduqao sexual e haploide (1 
N) do fungo confere o nome Ajellomyces capsulatus ao agente 
da histoplasmose. 

A compara^ao da sequencia de acidos nucleicos do rDNA e 
a hibridiza^ao do DNA indicam grande correlaqao, ainda nao 
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totalmente desvendada, entre as tres variedades de H. capsula¬ 
tion. Quando observadas in vivo, as celulas das tres variedades 
sao semelhantes, sendo as de H. capsulatum var. duboisii, com- 
parativamente, maiores (12 a 15 pm x 4 a 7 pm), com parede 
espessa, gemula^ao unica e localiza^ao extracelular no tecido 
do hospedeiro. Essas caracteristicas morfologicas teciduais 
podem distingui-lo da variedade capsulatum, pois as culturas 
obtidas em laboratorio sao, morfologicamente, identicas. 

A histoplasmose africana apresenta distribui^ao limitada a 
regiao intertropical da costa atlantica do continente africano. 
Casos esporadicos fora desse continente foram descritos na 
Argentina e no Japao. Os nichos ecologicos do agente etiolo- 
gico ainda sao pouco conhecidos, tendo sido isolado de solo 
contendo fezes de morcego e macacos africanos. A doen^a 
tern carater cronico (< 80%), com lesoes localizadas em tecido 
cutaneo (cerca de 30%), ossos (cerca de 25%); vlsceras e lin- 
fonodos (cerca de 6%) ou mucosas (cerca de 5%). O polimor- 
firmo das lesoes e as formas mistas cutaneoganglionares e 
osteocutaneoganglionares sao comuns. Formas pulmonares 
com infiltrado micronodular, formas hepaticas, esplenicas, 
digestivas e de sistema nervoso central sao menos frequentes. 
Adenopatias podem ser multiplas e extensas, fistulizando e 
evoluindo para quadro semelhante ao escrofuloderma tuber- 
culoide. Em crian^as, as formas sao mais graves. A associa^ao 
entre histoplasmose africana e AIDS e menos frequente do que 
a histoplasmose americana. A gravidade da doen^a depende 
da fase do diagnostico e, em geral, tern evolu^ao benigna, com 
taxas de letalidade baixas. 

As diferen^as geneticas das cepas de H. capsulatum talvez 
expliquem as manifesta^oes clinicas distintas e justifiquem cer- 
tas ocorrencias, como o fato de H. capsulatum var. capsulatum 
estar mais associado a doen^a pulmonar, diferentemente de H. 
capsulatum var. duboisii. Se, sob ponto de vista cllnico e aspec- 
tos morfologicos, as tres variedades poderiam representar tres 
especies distintas, estudos filogeneticos sugerem a existencia 
de, pelo menos, oito especies, conferindo, ainda, maior com- 
plexidade ao agente da histoplasmose. Metodos de biologia 
molecular demonstram que H. capsulatum apresenta cepas 
distintas em rela^ao ao grande polimorfismo de DNA. Estudos 
moleculares que empregam tecnicas diversas, como cariotipa- 
gem, RFLP - restriction-fragment length polymorphism, RAPD 
- random amplification of polymorphic DNA e PCR fingerprin¬ 
ting, permitem identificar dezenas de subtipos, ou classes, den- 
tro dessa especie. As cepas de H. capsulatum var. capsulatum 
recombinam-se em culturas de laboratorio e em seus nichos 
naturais, contribuindo para sua diversidade; ha indicios de 
maior variabilidade molecular entre cepas da America Latina 
e da Africa se comparadas as da America do Norte. Outro fato, 
provavelmente relacionado com o subtipo molecular, e a maior 
frequencia de eritema nodoso em pacientes da America Latina 
se comparada a de casos norte-americanos, ou mesmo, lesoes 
cutaneas pouco comuns nos EUA, Guiana Francesa e Panama, 
mas frequentes em casos da America Latina. Os achados radio- 
graficos pulmonares na forma disseminada da doen^a parecem 
ser menos frequentes (< 50%) em casos norte-americanos do 
que em casos brasileiros (> 70%). Entretanto, essas diferen- 
^as podem ser atribuidas a outros fatores, como, por exemplo, 
demora no diagnostico e tratamento, ou distintas respostas 
imunes relacionadas com a etnia ou, ainda, variados graus de 
virulencia das cepas de acordo com a regiao geografica. 

A histoplamose americana e adquirida por via pulmonar, 
mas sao conhecidos casos raros de infec^ao cutanea por trau- 
matismo cut&neo por via gastrintestinal, por ingestao de agua 
contaminada e aquisi^ao por transplante de orgao. Apos a ina¬ 


la^ao, os conidios de H. capsulatum atingem o tecido alveolar 
e intersticial e sao fagocitados por macrofagos tissulares, nos 
quais se reproduzem e disseminam por via linfatica para lin- 
fonodos regionais ou, por via hematogenica, para o sistema 
reticuloendotelial, ate o desenvolvimento da imunidade celu- 
lar especifica. A reativa^ao de focos quiescentes foi demons- 
trada em casos oriundos de area endemica da doen^a em que 
ela foi apresentada anos depois do retorno dessa regiao. 

A forma clinica da histoplamose americana e modulada 
pelo volume de inoculo inalado, assim como fatores do hos¬ 
pedeiro, como estado imunitario, nutricional e idade. A forma 
de infec^ao assintomatica da histoplasmose e, em geral, resul- 
tado da exposi^ao de individuos aparentemente higidos a um 
inoculo com poucos esporos do fungo. De outra maneira, a 
forte exposi^ao leva a maioria dos pacientes, sem deficiencia 
de sistema imune, a forma pulmonar aguda, que constitui a 
manifesta^ao clinica mais frequente em histoplasmose. A 
constata^ao da forma pulmonar primaria assintomatica e dada 
pela conversao da rea^ao intradermica de negativa para posi- 
tiva. Cerca de 25% dos casos formam anticorpos que desapa- 
recem apos a cura espontanea da infec^ao. Sao raros os acha¬ 
dos radiologicos de pneumonite ou adenomegalias hilares; a 
minoria forma, apos meses ou anos, nodulos calcificados nos 
pulmoes, linfonodos ou ba^o. 

As outras duas formas da histoplasmose americana, pulmo¬ 
nar cronica e disseminada, ocorrem em pacientes com fatores 
predisponentes. As manifesta^oes clinicas ocorrem em uma 
porcentagem minima (< 10%) de individuos que se infectam 
com H. capsulatum. Histoplasmose pulmonar aguda benigna 
e a forma mais prevalente nos casos de areas nao endemicas; 
doen^a disseminada e observada em casos com historia de 
forte exposi^ao a H. capsulatum ou, ainda, em pacientes com 
deficiencia do sistema imune, em particular, casos de AIDS. 
A histoplasmose pulmonar aguda ocorre por inala^ao maci^a 
de conidios de H. capsulatum e a gravidade da infec^ao pode 
depender do tempo de expos^ao. A anamnese cuidadosa sobre 
possivel exposi^ao a H. capsulatum e crucial para a hipotese 
diagnostica correta; estudo de possiveis fontes de exposi^ao, 
ambiental e animal, pode confirmar a origem da contamina- 
^ao. Crian^as expostas pela primeira vez aos esporos dos fun- 
gos representam o maior grupo nesta forma clinica. Os indivi¬ 
duos sintomaticos apresentam sinais e sintomas inespecificos, 
como febre, calafrios, cefaleia, mialgia, perda de apetite, tosse 
nao produtiva e dor subesternal. As formas dermatologicas 
sao mais frequentes em mulheres jovens, fato atribuido a 
maior hipersensibilidade aos antigenos de H. capsulatum, e o 
eritema nodoso e, notadamente, mais comum na America do 
Sul. Formas graves de histoplasmose pulmonar aguda podem 
suceder periodos longos de exposi^ao, ou exposi^ao maci^a, 
aos conidios de H. capsulatum, em especial, em pacientes com 
deficiencia de sistema imune celular. Outra forma pulmonar 
da histoplasmose e a chamada cavitaria cronica, que tem evo- 
lu^ao lenta e progressiva, com predile^ao por pacientes idosos 
ou de meia-idade com enfisema e doen^a pulmonar obstru- 
tiva. O sintoma mais comum na histoplasmose cavitaria cro¬ 
nica e a tosse produtiva, mas outros sintomas sao febre, dor 
toracica, perda de peso, anorexia, astenia, suores noturnos e 
dor pleural. 

A forma mais grave da histoplasmose e a disseminada, 
confirmada por isolamento ou demonstra<;ao, histologica ou 
citologica, de H. capsulatum em sitio extrapulmonar, acompa- 
nhada de evidencias clinicas, radiologicas e/ou post mortem de 
envolvimento sistemico. O desenvolvimento da histoplasmose 
disseminada depende, basicamente, do hospedeiro, ja que 
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pacientes com resposta ineficaz de celulas T falham em rea- 
gir contra a infec^ao por H. capsulatum. Os efeitos imunossu- 
pressores de terapias atuais com inibidores do fator de necrose 
tumoral-alfa ( tumor necrosis factor, TNF-a), usadas em doen- 
^as inflamatorias, como artrite reumatoide, podem contribuir 
para o desenvolvimento de infec^oes granulomatosas e opor- 
tunisticas, entre elas a histoplasmose. O modo de aquisi^ao 
da infec^ao, em pacientes com diminui^ao do sistema imune, 
inclui exposi^ao exogena e reativa^ao de infec^ao latente. 
Numerosos estudos mostram que a histoplasmose em pacientes 
com deficiencia do sistema imune nao e tao frequente, mesmo 
em areas endemicas, o que re for 9 a a tese de que a exposi^ao 
exogena e mais plausivel do que a reativa^ao de foco infeccioso 
primario. Pacientes idosos, que apresentam imunidade celular 
parcialmente preservada, mas com atividade macrofagica ine¬ 
ficaz para eliminar H. capsulatum , podem desenvolver a forma 
clinica denominada histoplasmose disseminada cronica. Esta 
forma, que progride de maneira lenta, em meses, e tern curso 
fatal se nao tratada, contrasta com a histoplasmose dissemi¬ 
nada aguda fatal. Crian^as, possivelmente pela imaturidade 
do sistema imune, podem apresentar esta forma grave e fatal 
da infec^ao. Pacientes com AIDS, pacientes transplantados, 
portadores de diabetes, doen^as hematologicas, doen^a de 
Whipple, imunodeficiencias congenitas e aqueles sob terapia 
com corticosteroides ou agentes quimioterapicos constituem 
grupo de risco para histoplasmose disseminada. Os sintomas 
de histoplasmose disseminada incluem febre, astenia, anorexia 
e perda de peso. Ao exarne fisico nota-se hepatoesplenomega- 
lia, linfadenopatia, petequias em caso de pancitopenia, ulce¬ 
rates de membrana mucosa e manifesta^oes dermatologicas 
variadas, como ulceras, nodulos, papulas, lesoes verrucosas 
e pontos necroticos. As lesoes de mucosa em casos de histo¬ 
plasmose disseminada sao mais comuns do que as relatadas 
em outras micoses sistemicas, com exce^ao da paracoccidio- 
domicose. A dissemina^ao de foco pulmonar para a cavidade 
bucal, sem nenhuma outra localiza^ao da doen^a, tambem 
pode ocorrer. 

- Diagnostic diferencial 

No diagnostico diferencial de histoplasmose pulmonar 
aguda devem constar, ainda, paracoccidiodomicose e pneumo¬ 
nias comunitarias atipicas, como as causadas por Mycoplasma , 
Legionella e Chlamydia. Os casos que apresentam linfadeno¬ 
patia hilar, artralgia e eritema nodoso devem ter diagnostico 
diferencial de sarcoidose. Na forma cavitaria pulmonar cronica 
a histoplasmose deve ter diagnostico diferencial de micobacte- 
rioses, incluindo as produzidas pelo complexo Mycobacterium 
avium e M. kansasii, alem de outras micoses endSmicas, como 
paracoccidiodomicose e esporotricose. Sarcoidose tambem 
deve ser considerada no diagnostico diferencial dessa forma. 
A forma disseminada com lesoes histiocitarias hepaticas deve 
ser diferenciada, principalmente, de outras infec^oes fungicas 
e bacterianas. O diagnostico diferencial para as lesoes inflama¬ 
torias da histoplasmose gastrintestinal inclui doen^a intestinal 
inflamatoria idiopatica (colite ulcerativa e doen^a de Crohn), 
sarcoidose e infec^oes intestinais bacterianas. Lesoes orais, 
unicas e ulceradas em pacientes que apresentem bom estado 
fisico devem ter diagnostico diferencial de leishmaniose cuta- 
neomucosa, paracoccidiodomicose, dermatite seborreica e 
carcinoma escamoso. 


Defini0o de caso de histoplasmose 

O Comite Europeu EORTC/MSG (European Organization 
for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal 
Infections Cooperative Group and the National Institute of 
Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group) pu- 
blicou a defini^ao de caso de histoplasmose e demais micoses 
invasivas. A classifica^ao leva em conta se a micose e ende- 
mica ou nao, e omite a categoria de caso suspeito para as mico¬ 
ses endemicas. A categoria de caso pode ser aphcada a qual- 
quer paciente, enquanto a de caso provdvel refere-se, apenas, 
a pacientes com deficiencia de sistema imune. A limita^ao 
dessas defini^oes, para a pratica clinica, e que a ausencia de 
criterios para se considerar um caso nao descarta a possibili- 
dade de se-lo, mas somente indica que nao existem evidencias 
suficientes para permitir o diagnostico de histoplasmose. Para 
o comite, um caso de histoplasmose caracteriza-se quando ha 
isolamento de H. capsulatum em cultura ou existe um resul- 
tado positivo, citologico ou histologico, para celulas leveduri- 
formes intracelulares, pequenas e com gemula^ao unica. Um 
caso provdvel de histoplasmose e definido na presen^a de, no 
minimo, um fator relacionado com o hospedeiro, incluindo 
doen^a imunodepressora, tratamento com quimioterapicos, 
corticosteroides e outros imunossupressores de celulas T, 
alem de clinica compativel e demonstra^ao indireta do agente 
etiologico, como, por exemplo, resultado de antigeno positivo 
para H. capsulatum. 

Diagnostico iaboratorial 

Exame direto da amostra 

As diversas formas da histoplasmose americana produ- 
zem uma gama variada de amostras biologicas que podem 
ser analisadas sob exame microscopico para o diagnostico 
rapido e presuntivo da doen^a, incluindo secre^ao respirato- 
ria, pus e crosta de lesoes cutaneas, liquidos e tecidos diver- 
sos, aspirado de medula ossea ou ganglionar e sangue. Como 
o agente e, predominantemente, intracelular, Coloradoes 
panoticas sao mais indicadas do que o exame '‘a fresco” (sem 
Colorado). Colora^oes segundo Leishmann, May Griinwald- 
Giemsa ou Wright tingem e real^am o citoplasma das peque¬ 
nas celulas (2 pm a 5 pm em diametro) leveduriformes do 
fungo (Figura 32.28). Artefatos diversos e escassez do agente 
em determinadas amostras biologicas, como liquidos peri- 
cardico e pleural, diminuem a especificidade e sensibilidade 
do exame. Amostras de medula ossea e tecido cutaneo tern 



Figura 32.28 Celulas leveduriformes (2 pm a 5 pm em diametro) de 
Histoplasma capsulatum, coradas com Giemsa, circundadas por halo 
incolor (1.000 x). (Cortesia de Fumiko Miyashita.) 
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maior sensibilidade, mas resultados falso-negativos podem 
ser vistos em ate 50% dos exames de sangue. O exame cito¬ 
logico pode ser, portanto, pouco sensivel, e um resultado 
negativo nao deve descartar a hipotese de histoplasmose e, 
sempre que possivel, devem ser realizadas analise histopato- 
logica e cultura. 

O diagnostico da forma de meningite e dificil, com fre- 
quentes resultados falso-negativos, mesmo com o uso de colo- 
ra^oes. Para alguns casos, todos os exames (citologico, histo¬ 
logico e cultura) sao negativo s e o diagnostico presuntivo de 
meningite por H. capsulatum deve ser feito se o paciente apre- 
sentar a forma disseminada e os achados do sistema nervoso 
central nao tiverem outra causa plausivel. 

Exame histopatoiogico 

O exame histopatoiogico inicial, realizado com Colora¬ 
do de hematoxilina-eosina, permite a observa^ao de celulas 
leveduriformes em brotamento unico, coradas em cor roxa- 
azulada, em regra, intracelulares, com halo incolor correspon- 
dendo a parede celular, que nao e tingida pelo corante. Em 
geral, pela Colorado de hematoxilina-eosina, as celulas leve¬ 
duriformes de H. capsulatum sao vistas dentro de macrofagos 
em infiltrado inflamatorio de intensidade variada. Infiltrados 
insignificantes, ou minimos, podem ser vistos em casos pedia- 
tricos e de imunocomprometidos. Em casos de infec^ao grave, 
organismos extracelulares podem, ocasionalmente, ser obser- 
vados. 

As lesoes cutaneas polimorficas mostram grande variedade 
de padroes de rea^ao tecidual: 

■ Macrofagico difuso 

■ Vasculitico com leucocitoclasia 

■ Escassa rea^ao inflamatoria 

■ Granulomatoso. 

Em lesoes da mucosa oral, pode-se observar reado teci¬ 
dual dos tipos histiocitario difuso ou granulomatoso. Pela 
tecnica de Gomori-Grocott, com o emprego de metenamina 
argentica, as celulas do fungo coram-se em negro. Como com¬ 
plement© a este exame, pode ser realizada a reado de imuno- 
histoquimica, que utiliza anticorpo primario anti-Histoplasma 
com alta especificidade. Em lesoes gastrintestinais, o espectro 
inclui infiltra^ao linfo-histiocitaria difusa, na maior parte dos 
casos, ulcerado e nodulos linfo-histiocitarios. Numerosos 
esosinofilos, neutrofilos e celulas plasmaticas, em adi^ao a 
macrofagos e linfocitos, podem ser observados; celulas gigan- 
tes podem ser raras. 

Diferenciagdo de outros agentes etioldgicos 
ao exame histologico 

Embora a acuracia da identifica^ao presuntiva por exame 
histologico gire em torno de 80% em rela^ao a cultura 
considerada “teste-ouro” para o diagnostico da doen^a, a 
diferenciado de outros agentes deve ser realizada. A obser- 
va$ao de celulas leveduriformes intracelulares, com gemu- 
la^ao unica e sem forma^ao de hifas, sugere a presenca 
de H. capsulatum (Figura 32.28). Apesar disso, celulas de 
Candida glabrata tern tamanho proximo ao de H. capsu¬ 
latum e podem ser fagocitadas. C. glabrata , no entanto, e 
anfofflica, corando-se completamente com hematoxilina- 
eosina, sem a pseudocapsula. Celulas extracelulares de H. 
capsulatum requerem diagnostico diferencial de Candida 
spp., que tern predominio extracelular. Candida spp. indu- 
zem reado supurativa, enquanto H. capsulatum tende a 
estimular reado granulomatosa. Celulas de Histoplasma 


devem ser distinguidas tambem. de formas diminutas fago¬ 
citadas de Cryptococcus spp., as quais apresentam capsu- 
las evidenciadas pela Colorado de mucicarmim Meyer. 
Formas diminutas de P. brasiliensis e formas arredondadas 
de Sporothrix schenckii tambem devem ser consideradas no 
diagnostico diferencial de H. capsulatum. Leishmania spp. e 
o organismo mais parecido in vivo com H. capsulatum , tanto 
pelo tamanho e parasitismo intracelular quanto pela forma 
arredondada das celulas, em regra, dispostas em aglome- 
rados. Porem, a ausencia de gemula^ao, a presenca de um 
cinetoplasto caracteristico, alem da falta de afinidade a sais 
de prata, com resultado negativo na colora^ao de Gomori 
e ausencia de rea^ao granulomatosa, sao aspectos que aju- 
dam na diferencia^ao dos agentes. Pneumocystis carinii 
tambem deve ser diferenciado por ausencia de reprodu^ao 
por gemula^ao, localiza^ao extracelular e por suas estrutu- 
ras internas caracteristicas; alem disso, desencadeia rea^ao 
inflamatoria distinta de H. capsulatum. 

Cultura 

Fase miceliana 

O cultivo de H. capsulatum variedade capsularum em labo¬ 
ratory e obtido tanto em meios solidos quanto em meios 
liquidos de cultura. E importante ressaltar que os meios soli¬ 
dos devem estar acondicionados em tubos de ensaio e nunca 
em placas de Petri, pois a manipula^ao da cultura oferece alto 
biorrisco ao laboratorista. O sangue e o aspirado de medula 
ossea devem ser inoculados diretamente em meio liquido (6 
a 10%) que contenha substantia anticoagulante, que nao seja 
EDTA, um reconhecido quelante da celula fungica. Meios 
comerciais para hemoculturas usados na rotina hospitalar 
ou fiascos lacrados contendo cal do infusao cerebro-cora^ao 
(BHI, brain-hearth infusion broth), ou ainda, caldo Sabouraud, 
servem para o isolamento de H. capsulatum, desde que res- 
peitado o prazo para cresceimento do fungo. Amostras con- 
taminadas, como secre^ao respiratoria e urina, resultam, em 
regra, no isolamento de fungos contaminantes da flora oral 
do paciente, ou mesmo de fungos anemofilos de crescimento 
rapido, que impedem o desenvolvimento de H. capsulatum 
(que tern crescimento lento), fornecendo com frequencia 
resultados falso-negativos de cultura. Todo o processamento 
da amostra e, obrigatoriamente, da cultura deve ser realizado 
em cabine classe II de seguran^a biologica. 

Uma das caracteristicas mais marcantes e que deve ser levada 
em conta no isolamento de H. capsulatum e o tempo para apa- 
recimento das colonias em meios de cultivo. Dependendo da 
carga microbiana, o isolamento do fungo a partir de qualquer 
amostra biologica pode demorar 2 a 4 semanas. Desse modo, 
um resultado negativo de cultura nao pode ser emitido antes 
de 1 mes. Apesar de definitivo, o exame de cultura nao oferece 
diagnostico rapido e resultado negativo de cultura nao exclui 
a possibilidade de infec^ao. A cultura tern sensibilidade mais 
alta (85 a 95%) do que a observada ao exame citologico, o que 
permite diagnostico na maior parte dos casos. Metodos comer¬ 
ciais que utilizam centrifuga^ao e lise promovem a remo^ao de 
celulas de H. capsulatum de amostras de sangue, medula ossea 
e tecidos, podendo abreviar o tempo de isolamento de H. cap¬ 
sulatum a partir desse material. Nao esta provado, no entanto, 
que aumenta a sensibilidade do exame de cultura. Em meios 
tradicionais (BHI e agar Sabouraud), as culturas de tecido e 
aspirado de medula ossea podem ser positivas em cerca de 
70% dos casos de doen^a disseminada. 

De acordo com a temperatura de incuba^ao, a forma mice¬ 
liana ou leveduriforme, ou, ainda, uma forma mista do fungo 
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Figura 32.29 A. Cultures em agar Sabouraud da fase fifamentosa de 
Histoplasma capsulatum (cultures de 30 e 60 dias). B. Hifas e esporos 
caracterfsticos da fase filamentosa de Histoplasma capsulatum corados 
com lactofenol azul-algodao (400 x). C. Culture em meio de infusao 
cerebro-coragao da fase leveduriforme de Histoplasma capsulatum. D. 
Celulas leveduriformes de Histoplasma capsulatum sob Colorado de 
Leishmann (400 x). (Cortesia de Maria Walderez Szeszs.) 


serao obtidas. O meio de cultura para isolamento do agente, 
em sua fase filamentosa sob 25 a 32°C, e composto por agar 
Sabouraud contendo cloranfenicol para inibir crescimento 
bacteriano, adicionado ou nao de cicloeximida, potente inlbi- 
dor de fungos anemofilos. As colonias de H. capsulatum apare- 
cem no meio de cultura apos cerca de 2 semanas, com aspecto 
de penugem ou algodao de cor branca. Apos 3 a 4 semanas, 
as colonias tornam-se duras e pregueadas e adquirem tona- 
lidade parda ou cor de canela, com colora^ao acinzentada 
(Figura 32.29A). A microscopia revela hifas finas (2 a 4 pm). 


septadas, hialinas, com esporos pequenos (2 pm a 5 pm) e 
piriformes, alem de esporos grandes caracterfsticos (10 pm a 
15 pm em diametro) de forma esferica com parede espessa e 
irregular com expansoes digitiformes, que lembram a forma 
de um “girassor (Figura 32.29B). 

Diferenciagao de outros agentes etiologicos 
nafase miceliana 

As caracterfsticas morfologicas de H. capsulatum na fase 
miceliana sao semelhantes as de alguns fungos contaminan- 
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tes de meio ambiente, como Sepedonium spp.j Chrysosporium 
spp. e Renispora spp. e, portanto, a identifica^ao de H. capsu- 
latum requer a obten^ao da fase leveduriforme deste agente, 
ainda que os anemofilos tenham crescimento mais rapido. A 
cultura miceliana deve ser submetida a essa transforma^ao, ou 
pareada, com outra cultura de amostra biologica processada a 
temperatura de 35 a 37°C. 

Fase leveduriforme 

A fase leveduriforme de H. capsulatum 6 mais dificil de 
ser obtida do que a miceliana, e formas mistas das duas fases 
sao comuns quando a cultura do fungo e mantida em tem¬ 
peratura alta (acima de 33°C). Meios de cultura mais ricos, 
adicionados de cisteina, sangue ou gema de ovo, com pH 
6,5 sao indicados para a reversao do fungo a fase leveduri¬ 
forme, entre 35 e 37°C. A partir do decimo dia inicia-se o 
desenvolvimento de colonias de aspecto pastoso, pregueado 
e cor creme (Figura 32.29C). O exame microscopico (400 x) 
mostra blastoconidios pequenos (3 a 5 pm) em gemula^ao 
unica (Figura 32.29D). 

Diferenciagao de outros agentes etiologicos 
nafase leveduriforme 

As celulas em brotamento unico diferem do genero Candida, 
que apresenta multibrotamento. Alem desse aspecto, o tempo 
para inicio de crescimento de isolados de Candida gira em 
torno de 24 e 72 h, muito menor do que o necessario para a 
fase leveduriforme de H. capsulatum (acima de 10 dias), 

Provas imunologicas 

Em casos de resultado negativo ao exame direto da amostra 
e para confirma^ao rapida do exame, existem provas imuno¬ 
logicas que sao ferrramentas muito uteis. Testes sorologicos 
sao positivos em, aproximadamente, dois ter^os dos casos de 
histoplasmose. Muitas vezes sao necessarias amostras de soro 
da fase aguda e convalescencia para a correta interpreta^ao do 
resultado. Podem ser empregados para casos disseminados e 
cronicos, sendo menos sensiveis para casos da forma pulmo- 
nar localizada e no diagnostico da forma aguda da doen^a. A 
maior dificuldade no emprego de metodos imunologicos no 
Brasil e a necessidade, ainda, de importa^ao dos reagentes 
necessarios aos testes, pois ainda nao existe produ^ao indus¬ 
trial desses produtos. Alguns laboratories de referenda, em 
universidades e institutos de pesquisa, produzem esses mate¬ 
rials e podem dar apoio ao diagnostico imunologico da histo¬ 
plasmose. 

A especificidade e sensibilidade das provas soroldgicas 
dependem da tecnica usada, mas principalmente da qualidade 
do reagente usado, isto e, do preparado antigenico utilizado 
para a rea^ao sorologica e, a cada dia, se desenvolvem novos 
preparados antigenicos para essa finalidade. Extratos antige- 
nicos nao purificados dao resultados duvidosos e, atualmente, 
moleculas quimicamente definidas, em sua forma primitiva 
ou recombinada, sao as mais indicadas para uso em provas 
imunologicas. Moleculas caracterizadas pelo peso molecular, 
como 120 kDa e 140 kDa, sao alternativas adequadas para a 
pesquisa de anticorpos contra H. capsulatum no diagnostico 
da doen^a. Atualmente, provas enzimaticas ( enzime immune 
assay, ELISA) e de imunoprecipita^ao podem ser realizadas 
com antigenos especificos purificados. A tecnica de Western 
blot tern alta especificidade e sensibilidade para a detec^ao dos 
antigenos M e H na fase inicial da forma pulmonar aguda da 
histoplasmose. 


Pesquisa de anticorpos 

Os anticorpos formados contra antigenos de parede celular, 
em geral, nao sao especificos e rea^oes cruzadas ocorrem em 
testes com soro de pacientes de areas endemicas para paracoc- 
cidiodomicose, doen^a de Jorge Lobo, esporotricose e outras. 
Dessa maneira, as provas de radioimunoensaio e fixa^ao de 
complemento tern baixa especificidade. A prova de imunodi- 
fusao permite a observa^ao de duas bandas precipitantes rela- 
cionadas a antigenos do fungo: M e H. O antigeno M e uma 
glicoproteina que constitui o antigeno imunodominante de H. 
capsulatum; e especifico da especie, tern atividade de catalase e 
peso molecular de 94 kDa. A importancia de demonstrar anti¬ 
corpos contra essa fra^ao baseia-se no fato de que as precipiti- 
nas aumentam na fase aguda da doen^a. A prova de imunodi- 
fusao e bastante especifica, mas pode demorar ate 4 semanas, 
apos o inicio dos sintomas, para prover resultados positivos. 
Esta prova pode, ainda, dar resultados fialso-negatives, em 
taxas significativas (40 a 80%), particularmente em portadores 
de deficiencias imunologicas. 

Pesquisa de antigenos 

Dadas as dificuldades das provas para demonstra^ao de 
anticorpos contra H. capsulatum, existe grande interesse para 
ensaios dirigidos a detec^ao de antigenos e outras moleculas. 
A pesquisa de antigenos circulantes de H. capsulatum e indi- 
cada para soro e urina. Polissacaridios termoestaveis podem 
ser detectados por tecnica de radioimunensaio no diagnostico 
de doen^a disseminada. Antigenemia e detectada em 85% e 
antigenuria, em 92 a 95% dos casos com doen^a disseminada, 
e pode ser observada em infec^ao primaria apos forte exposi- 
^ao aos conidios do fungo. A antigenuria por H. capsulatum, 
em casos de areas endemicas, permite o diagnostico de infec - 
fflo provavel, considerando-se criterios clinicos e fatores do 
hospedeiro, mas nao pode ser considerada evidencia de caso 
de histoplasmose porque o antigeno de H. capsulatum pode 
ser encontrado em urina e soro de pacientes com coccidioi- 
domicose, doen^a que ja foi comprovada em casos autoctones 
no Brasil. A detec^ao de antigenuria e, particularmente, util 
nos casos tratados para monitoramento de recorr^ncia em 
pacientes com AIDS; a prova deve ser realizada a intervalos 
de 3 meses. Se, por um lado, a detec^ao de antigeno em soro 
e urina e sensivel para diagnosticar histoplasmose dissemi¬ 
nada, a prova tern baixo desempenho para identificar casos de 
histoplasmose pulmonar. A pesquisa de antigeno em liquido 
cefalorraquidiano pode ser util em ate 70% dos pacientes com 
meningite por H. capsulatum, nos quais os exames micologi- 
cos dao, em geral, resultados falso-negativos. 

Intradermorreagdo com histoplasmina 

A histoplasmina e uma composi^ao de antigenos do fungo 
que pode ser usada para realizar testes imunologicos. Se, por 
um lado, o teste nao e indicado para o diagnostico da doen^a 
em areas endemicas, tern grande valor para a realiza^ao de 
inqueritos epidemiologicos de preValencia da infec^ao e, deste 
mo do, estimativa da doen^a. A interpreta^ao de resultados 
positivos para testes intradermicos com histoplasmina deve 
ser cautelosa, pois a reatividade intradermica pode persistir 
mesmo apos a remissao da doen^a, ou seja, a prova nao permite 
a diferencia^ao entre doen^a ativa e infec^ao pregressa. Em 
regioes endemicas, a intradermorrea^ao e positiva em cerca de 
50 a 80% da popula^ao assintomatica. A prova e muito impor- 
tante para individuos sintomaticos, moradores de areas nao 
endemicas. A aplica^ao da histoplasmina induz a forma^ao de 
anticorpos especificos que poderao ser detectados em provas 
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sorologicas subsequentes, gerando resultados falso-positivos. 
O valor preditivo da prova, em casos com doen^a pulmonar 
cronica, e menor, pois resultados falso-negativos sao relatados 
em taxas acima de 20%. Em pacientes com deficiencia de sis- 
tema imune e formas graves da doen^a, a rea^ao intradermica 
pode ser negativa em 25 a 50%. 

- Coccidioidomicose 

A coccidioidomicose, tambem conhecida como doen^a de 
Posadas-Wernicke, reumatismo do deserto, e uma micose sis- 
temica causada por Coccidioides immitis , um fungo que e ende- 
mico em regioes aridas e semiaridas do continente americano; 
o sudoeste dos EUA e norte do Mexico constituem a maior 
area na qual o fungo e conhecido por ser endemica. E encon- 
trado tambem em areas endemicas das Americas Central e do 
Sul. A regiao semiarida do Nordeste do Brasil so recentemente 
foi identificada como area endemica de coccidioidomicose. 
Como pouco se sabe sobre a coccidioidomicose no Brasil, e 
provavel que muitos casos desta micose sejam incorretamente 
diagnosticados como pneumonia inespedfica, tuberculose ou 
mesmo pneumoconiose e silicose. Com base em estudos de 
filogenia molecular, a existencia de outra especie foi descrita 
e designada como Coccidioides posadasii. Portanto, C. immi¬ 
tis corresponde aos isolados na California, especialmente no 
Vale de Sao Joaquim, e C. posadasii e predominate em todas 
as demais areas endemicas do continente americano, desde o 
sul dos EUA ate a Argentina. Por conseguinte, o agente etiolo- 
gico da micose no Brasil e denominado C. posadasii. O fungo 
e confinado a regioes com veroes quentes e aridos. Em certas 
areas dos EUA, estima-se que 50.000 a 100.000 pessoas infec- 
tem-se por ano. Em certas areas endemicas, 90% da popula^ao 
tern teste cutaneo positivo a esferulina. No Nordeste do Brasil, 
os testes cutaneo s realizados com coccidioidina no interior do 
Ceara e Piaui foram positivos em 26,4% e 10,0% dos casos, 
respectivamente. Os estados nordestinos do Piaui, Ceara, 
Maranhao e Bahia constituem a mais recente area endemica 
de coccidioidomicose definida nas Americas. E esperado o 
diagnostico de novos casos nos demais estados do Nordeste, 
que sao semelhantes em termos de clima e vegeta^ao. 

Apos a inala^ao dos artroconidios, os organismos podem 
causar infec^ao pulmonar leve e transitoria em indivlduos 
normals, mas podem tambem causar instituir doen^a pro¬ 
gressiva nos pulmbes ou mais generalizada. As manifesta^oes 
clinicas podem ser variaveis, desde uma infec^ao pulmonar 
primaria (60%) a infec<;ao pulmonar cronica (5%) e a forma 
disseminada (1%), que tendem a ocorrer em individuos debi- 
litados ou imunodeprimidos. Esta doen^a e tambem frequente 
entre os aideticos. 

Os fungos dimorficos C. immitis e C. posadasii crescem 
como saprobios, formando micelios hialinos, com colonias 
esbranqui^adas, cotonosas. A partir do 5- dia de cultura, uma 
grande quantidade de artroconidios se desprende das hifas; 
eles apresentam paredes espessas e tern forma de barril, sendo 
geralmente multinucleados. Nos tecidos e em condi^oes espe- 
ciais de crescimento in vitro , apresentam-se como esferulas 
com endosporos. A forma caracteristica parasitaria e a esferula 
de paredes grossas, contendo inumeros endosporos pequenos, 
globulares, que e observada em prepara^oes com hidroxido de 
potassio ou em cortes histologicos corados com HE, periodico 
acido de Schiff ou Colorado de Grocott-Gomori. 

As prepara^oes a fresco sao observadas de escarro, pus ou 
sedimento de LCR, em que esferulas com endosporos permi- 


tem o diagnostico. Esferulas imaturas podem ser confundidas 
com outros patogenos. 

Culturas devem ser feitas em meios de agar Sabouraud- 
cloranfenicol, agar sangue com ou sem cloranfenicol e ciclo- 
eximida. Para o fungo esporular, meios de agar fuba, agar 
extrato de levedura-glicose ou agar fosfato extrato de levedura 
sao indicados. 

Coldnias desenvolvem-se apos 3 a 5 dias de colora^ao acin- 
zentada, membranosa no inicio e depois com abundante mice- 
lio aereo de cor branca. Artroconidios desenvolvem-se apos 
10 a 14 dias. O manuseio desse fungo deve ser feito com muito 
cuidado, pois os artroconidios sao altamente infectantes. 

As tres principais rea^oes para detec^ao de anticorpos sao: 
precipita^ao em tubo, fixa^ao de complemento e imunodifu- 
sao em gel de agar (IDGA). O primeiro detecta anticorpos 
IgM e aparecem no inicio das formas primarias, das quais 75% 
reagem positivamente. O teste de IDGA 6 o mais utilizado. 
Na rotina, um kit disponivel comercialmente para a rea^ao de 
IDGA para C. immitis e geralmente utilizado, a sensibilidade 
varia de 70 a 90%, de acordo com o perfil dos pacientes, e a 
especificidade e alta. Os iniciadores Cocci I (5'-GTA CTA TTA 
GGG AGG ATA ATC GTT-3') e Cocci II (5'-GGT GTC AAC 
TGG TGG GAT GTC AAT-3'), relacionados com a proteina 
da parede celular e responsavel por amplicom de 526 pb, sao 
usados na identifica^ao de C. posadasii . 

- Hialo-hifomicose 

Hialo-hifomicose e um grupo de infec^oes fungicas causa- 
das por fungos caracterizados por formar hifas septadas hia- 
linas e que podem afetar tanto pacientes imunocompetentes 
como imunocomprometidos. Fungos com hifas hialinas - hia- 
lo-hifomicetos - dispersos na natureza, de carater oportunista, 
sao capazes de produzir manifesta^oes clinicas diversas deno- 
minadas hialo-hifomicoses. As formas podem ser: pneumo¬ 
nia, endoftalmite, meningite, endocardite ou disseminada. As 
condi$6es predisponentes mais frequentes sao: doen^a neo- 
plasica ou cronicodegenerativa, quimioterapia, radioterapia, 
granulocitopenia, uso abusivo de drogas e AIDS. 

Os hialo-hifomicetos podem causar, em individuos aparen- 
temente sadios, onicomicose e otomicose. A rela^ao agente- 
doen^a, nesses casos, deve ser avaliada com criterio, levan- 
do -se em conta: 

■ Resultado positivo ao exame direto 

■ Isolamento do fungo a partir de amostras biologicas seriadas 

■ Diagnostico differencial de outras infec^oes 

• Comprova^ao da invasao do fungo no tecido do hospe- 

deiro. 

Muitas vezes e dificil distinguir fungos patogenicos de sapro- 
biotas, pois muitos desses agentes podem assumir significado 
clinico, dependendo das situa^oes. Varios agentes etiologicos 
estao incluidos nesta defini^ao, como Aspergillus, Fusarium 
solanii, F. oxisporum, F. moniliforme, Pseudallescheria boydii, 
Paecilomyces lilacinuseP. variotii,Acremonium sipp.,Penicillium 
spp., Trichoderma sp., Scopulariopsis sp., Scytalidium hialinum , 
Phialemonium sp., Emericella sp., Aphanoascus, Beauveria sp., 
Coprinus sp. e Cylindrocarpon sp. A identifica^ao de genero 
baseia-se, primariamente, na analise morfologica do fungo. 
Alguns desses fungos apresentam pigmenta^ao marrom- 
escura em meio de cultura, mas, no tecido hospedeiro, apre¬ 
sentam hifas hialinas e, por isso, sao considerados agentes de 
hialo -hifomicose. 
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Aspergilose 

A aspergilose, doen^a causada por membros do genero 
Aspergillus, pode se apresentar sob diversas formas clmicas. 
As tres principals sao: resposta alergica aos esporos inaiados 
(aspergilose broncopulmonar alergica), coloniza^ao de espa^os 
pre-formados (aspergiloma) e invasao de tecidos (aspergilose 
invasiva). Esta forma tern emergido como causa de infec^ao 
grave e com risco a vida em pacientes imunocomprometidos, 
principalmente aqueles com infec^ao avan^ada pelo HIV, neu¬ 
tropenia prolongada e imunodeficiencia primaria, bem como 
transplantados de pulmao e de medula ossea. A aspergilose 
pulmonar invasiva tern emergido como uma doen^a infec- 
ciosa de alta morbidade e mortalidade em pacientes imuno¬ 
comprometidos. Ha tambem evidencias do envolvimento de 
Aspergillus spp. em processos de asma. 

A gravidade da do enqa varia de acordo com a extensao das 
lesoes, o tempo de evolu^ao cllnica, o tipo de orgao afetado 
e grau de resistencia organica do hospedeiro. O espectro da 
doen^a inclui tambem otomicose, queratite micotica e formas 
raras de micetoma. 

A aspergilose tambem tern importancia em medicina vete- 
rinaria, causando aborto em ovelhas e vacas e infec^oes pul- 
monares em aves. Intoxica^ao ou toxicose em animais, devido 
a ingestao de graos que contenham micotoxinas, nao e rara. 

Os agentes sao fungos filamentosos ubiquitarios e anemofi- 
los. Diferentes especies de Aspergillus estao relacionadas com 
doen^a human a. A. fumigatus e o agente mais comum, tanto 
de formas invasivas como de nao invasivas, seguido de A. fla- 
vus, isolado de aspergilose invasiva em pacientes imunocom¬ 
prometidos e de lesoes originadas nos seios nasais; A. niger e o 
terceiro agente mais comum de aspergilose pulmonar invasiva. 
A. niger e A. fumigatus sao tambem os mais comuns agentes 
de aspergiloma. Outras especies podem estar envolvidas em 
casos de aspergilose humana ou animal, como A. terreus , que 
e resistente a anfotericina. 

A aspergilose tern ocorrencia mundial, sem predominance 
de idade, sexo ou ra$a. A. fumigatus e encontrado no solo, ar 
atmosferico e tambem frequentemente associado a materias 
organicas em decomposite. Cresce bem a temperatura de 
55°C. O genero Aspergillus e provavelmente o grupo de fun¬ 
gos mais comum no meio ambiente. A maioria das especies e 
encontrada no solo, vegetais, ar atmosferico, alimentos etc. 

O habitat de Aspergillus permite a contaminate intensa de 
todos os ambientes, incluindo hospitals, e isso pode justificar o 
aumento significativo registrado nas ultimas decadas de casos 
de infec^ao nosocomial por esse genero, em pacientes susceti- 
veis. Especies de Aspergillus produzem conidios com 2 a 5 pm 
de diametro, em cadeias que facilmente se rompem e ficam em 
suspensao no ar atmosferico. 

As provaveis fontes do fungo sao relacionadas com conta¬ 
minate ambiental, principalmente nos sistemas de ventila- 
to. A presen^a de vasos com flores em hospitals e o problema 
de poeiras em suspensao devido as reformas hospitalares 
resultam em aumento da concentrate de conidios. Na epoca 
do inverno, o numero de conidios parece ser maior do que em 
outras estates e estaria associado a queda das folhas. Medidas 
de prote^ao devem ser realizadas nas unidades com pacien¬ 
tes imunocomprometidos, incluindo a instala^ao de filtros 
do tipo HEPA, especialmente em unidades de transplante de 
medula ossea. 

Fazendeiros e jardineiros podem inalar milhoes de espo¬ 
ros e, se forem hipersensiveis, podem ser acometidos de grave 
resposta alergica. Os esporos inaiados podem germinar e os 


fungos podem invadir os tecidos pulmonares se os individuos 
estiverem imunodeprimidos. 

Embora a aspergilose geralmente seja adquirida por inala- 
to dos conidios, em algumas ocasioes, estes podem ter acesso 
direto aos tecidos expostos durante o ato cirurgico, contami- 
nar esparadrapos ou adesivos cirurgicos, soluqoes parenterais, 
medicamentos etc. 

Diagnostico laboratorial 

Especimes clinicos como secre^oes de trato respiratorio, 
fluxo nasal, escamas subungueais, pus e tecidos biopsiados 
podem ser utilizados para exame microscopic© direto e cul- 
tura. Secre^oes espessas, purulentas ou sanguinolentas devem 
ser previamente digeridas antes do exame direto e cultura. O 
uso do lavado broncoalveolar, amostra de biopsia percuta- 
nea transtoracica e biopsia toracoscopica videoassistida e um 
procedimento padrao para diagnosticar aspergilose pulmonar 
invasiva. Os resultados falso-negativos podem ocorrer em si¬ 
tuates de uso previo de antifungicos ou quando a coleta nao 
puder atingir a area afetada. 

Em casos de aspergilose cavitaria, numerosas hifas entre- 
la^adas podem estar presentes no material biologico se a cavi- 
dade estiver conectada ao bronquiolo. Estruturas de reprodu- 
9&0 do fungo, tais como conidioforos, vesiculas e esterigmas, 
sao, ocasionalmente, observadas, o que significa que o fungo 
esta colonizando areas em contato com o ar. 

Em casos de aspergilose invasiva, hifas sao raramente vistas 
em secre^ao respiratoria. Material obtido por biopsia e pre¬ 
viamente macerado permite a observaqao de hifas. As hifas 
podem ser vistas em colora^oes como HE, no entanto, o fungo 
e mais bem visualizado em colorat^s de Gomori, PAS ou de 
Gridley. A morfologia tfpica no caso de aspergilose e a pre- 
sen^a de hifas septadas, hialinas, com ramificato dicotomica 
(Figura 32.30). 

O achado histologico de hifas hialinas septadas com rami- 
fica^oes nao e especifico de Aspergillus spp. Outros metodos, 
como a PCR, podem ser necessarios para identificar o fungo. 

A identifica^ao do sinal do halo e do sinal do crescente 
aereo em uma tomografia computadorizada do torax pode 
facilitar o diagnostico de aspergilose pulmonar invasiva em 
pacientes neutropenicos com doen^as hematologicas. Outros 
agentes infecciosos apresentam esses sinais e devem ser inclui- 
dos no diagnostico diferencial (zigomicetos, Fusarium spp., 
Scedosporium spp., Pseudomonas aeruginosa e Nocardia spp.). 

Resultado do exame direto positivo: presen^a de hifas sep¬ 
tadas hialinas, com ramifica^oes dicotomicas em angulo de 
45°, compativeis com Aspergillus sp. 

Cultura 

As especies de Aspergillus crescem com facilidade e rapidez 
nos meios convencionais; os mais usados sao agar Sabouraud 
e agar extrato de malte com antibioticos. Algumas especies sao 
sensfveis a cicloeximida e, portanto, meios com este composto 
nao devem ser usados. 

O genero Aspergillus e complexo, e a forma perfeita 
esta distribuida em 10 generos que formam ascosporos: 
Chaetosartorya, Dichlaena, Emericella , Eurotium, Fennellia, 
Hemicarpenteles , Neopetromyces, Neosartorya, Petromyes e 
Warcupiella sp. 

A maioria das especies patogenicas tem temperatura otima 
de crescimento entre 30 e 37°C, embora a esporula^ao seja 
mais abundante a 30°C. A macromorfologia da cultura, em 
geral, apresenta tonalidade forte e variada. As estruturas de 
reprodu^ao caracterizam a especie e sao produzidas dentro de 
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Figura 32.30 Aspergi lose. Hifas septadas dicotomicas em angulo ag Li¬ 
do: A. Coloragao de Gomori {1 .000 x). B. Cabega aspergi lar com fialides 
e confdios de Aspergillus sp. (escarro) "a fresco" {400 x). C."A fresco" 
(1.000 x). 

48 a 72 h. Algumas cepas oriundas de secre^ao respiratoria 
de pacientes com aspergiioma tem crescimento lento, colonias 
sem pigmenta^ao e esporula^ao atipicas, o que torna dificil 
sua identifica^ao. 

Devido ao carater ubiquitario de Aspergillus , cuidados 
redobrados sao necessarios quando se realizam as culturas. A 
interpret a^ao de resultado positivo para a cultura deste genero 
nao indica, necessariamente, diagnostico de aspergilose, ja 
que pode ter ocorrido contamina^ao ambiental ou mesmo da 
flora do paciente com especies saprofitas. A con firm a^ao de 
um achado requer o isolamento seriado de uma unica especie 
a partir de diferentes especimes clinicos. Alem disso, a cul¬ 
tura precisa ser pura no primeiro isolamento. O diagnostico 
de aspergilose e confirmado se houver resultado positivo em 
exame direto associado ao isolamento do fungo. O isolamento 
de Aspergillus em hemoculturas de casos de aspergilose inva- 
siva disseminada e muito raro. 


A confirma^ao por meio da cultura e importante para dis- 
tinguir a aspergilose pulmonar invasiva de infec^oes causadas 
por outros fungos filamentosos, como Scedosporium spp. e 
Fusarium spp. O valor preditivo positivo da cultura de uma 
amostra respiratoria coletada esterilmente aumenta com o 
quadro de imunossupressao. 

A maioria das especies reproduz-se assexuadamente, mas 
algumas o fazem pela via sexuada, formando ascosporos. O 
g£nero Aspergillus e classificado na famflia Moniliaceae na 
classe dos Hyphomycetes da divisao Deuteromycota. As espe¬ 
cies teleomorfas sao classificadas em diferentes generos da 
divisao Ascomycota. 

A diferencia^ao das especies e fundamentada em dife- 
ren^as nas suas caracteristicas culturais e morfologicas. As 
especies de Aspergillus sao classificadas em grupos de acordo 
com as seguintes caracteristicas: cor e forma da cabe^a coni- 
dial, numero de fialides, forma da vesicula, cor dos confdios e 
conidioforos. 

As especies do genero Aspergillus apresentam conidioforos 
simples, hialinos ou pigmentados que se originam da celu- 
la-pe. O conidioforo em seu apice dilata-se em uma vesicula 
de forma variada (globosa, subglobosa e clavada), hialina ou 
pigmentada, da qual surgem as fialides, que podem ser uni ou 
bisseriadas. Alem dessas caracteristicas, a cor e a forma das 
cabe^as conidiais constituem elementos importantes na sepa- 
ra^ao dos diferentes grupos. 

Varios estudos fenotfpicos e genotfpicos tem sido utilizados 
para distinguir entre isolados de Aspergillus de fontes huma- 
nas. Metodologias como RFLP foram usadas, e as enzimas 
Xhol e Sail parecem resultar em maior poder discriminatorio 
com esta abordagem. Adicionalmente, esta metodologia foi 
usada com a sonda associada em metodologia de hibridiza^ao 
com o probe Afutl. 

Na Figura 32.31 estao representados os aspectos microsco- 
picos de agentes de aspergilose. 

Imunodiagnostico 

Os testes sorologicos sao usados para auxiliar no diag¬ 
nostico das varias formas clfnicas da aspergilose. A detec^ao 
de anticorpos no soro ou em outros liquidos biologicos e a 
reatividade de testes cutaneos dependem em grande parte da 
prepara^ao antigenica, de sua pureza e natureza qufmica. Nos 
diferentes ensaios sao usados extratos brutos derivados do 
micelio, exoantigeno e, mais recentemente, antigenos purifica- 
dos e recombinantes. Algumas prepara^oes antigenicas estao 
dispomveis comercialmente, no entanto, antigenos padroni- 
zados ainda nao tem ampla disponibilidade. As prepara^oes 
antigenicas sao variaveis de lote para lote e ha tambem o pro- 
blema da reatividade cruzada. A detect ao de anticorpos tem 
maior valor nos casos de aspergilose broncopulmonar alergica 
e no aspergiioma, no entanto, nos casos de aspergilose inva¬ 
siva eles sao pouco uteis, pois os pacientes apresentam baixa 
ou nenhuma resposta humoral. 

Em pacientes com aspergilose invasiva, a detec^ao de anti- 
geno e preferivel para um diagnostico mais precoce, bem como 
no acompanhamento da terapeutica. A detec^ao de galacto- 
manana, um polissacaridio de parede celular de Aspergillus 
spp., e empregada como marcador no diagnostico de asper¬ 
gilose invasiva na ausencia de cultura. No soro, urina e outros 
liquidos biologicos desses individuos, uma galactomanana, 
polissacaridio presente na parede celular de Aspergillus, pode 
ser detectada. Varios tipos de testes sao usados, como a aglu- 
tina^ao com particulas de latex e o teste imunoenzimatico. 
Estes estao disponiveis comercialmente, no entanto, como a 
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Figura 32.31 Aspectos microscopicos de agentes de aspergilose, A. 
Aspergillus fumigatus {10 x). B. A. ftavus (400 x). 


galactomanana esta presente em pequenas quantidades e e 
rapidamente eliminada, ha necessidade de testes com alta sen¬ 
sibilidade e analise de amostras seriadas. O teste imunoenzi- 
matico sanduiche, empregando anticorpo monoclonal (MAb), 
EB-A2, que liga a tetra (1—» 5)-beta-d-galactofuranana, o epi- 
topo imunodominante da galactomanana, apresentou niveis 
elevados de sensibilidade e especificidade e bom valor predi- 
tivo. O teste detecta antigeno no soro em concentra^ao de ate 1 
ng/mf. A sensibilidade varia de 67 a 100%, com especificidade 
de 81 a 99% em pacientes neutropenicos e receptores de trans- 
plante alogenico. 

Embora tenha sido amplamente utilizada como criterio 
de diagnostico para aspergilose invasiva, uma das principals 
limita^oes do ensaio sao as falsas rea^oes, especialmente em 
pacientes pediatricos, com rejei^ao ao enxerto, e naqueles que 
estejam usando antibioticos derivados de fungo, como pipe- 
racilina tazobactam. O MAb EB-A2 reage cruzadamente com 
fungos nao Aspergillus, com galactomanana contaminante em 
antibioticos betalactamicos e em genero s alimenticios, e com 
acidos bacterianos lipoteicoicos. Mesmo assim, o seu uso pode 
facilitar o diagnostico precoce e a determina^ao de antigene- 
mia seriada pode auxiliar na avalia^ao da resposta terapeutica. 
Em pacientes de alto risco, o teste deve ser realizado 2 vezes/ 
semana. Portanto, a dura^ao do tratamento pode ser determi- 
nada pela normaliza^ao da antigenemia, bem como pela reso- 
lu 9 ao dos sintomas clinicos e radiologicos. 

A combina^ao entre antigenemia e tomografia computado- 
rizada do torax deve permitir o diagnostico precoce e trata¬ 
mento. A presen^a de anticorpos anti-Aspergi Wws-IgG (teste de 


formato EIA) e usada como teste confirmatorio apos a recupe- 
ra^ao da fun^ao de leucocitos durante a terapia. 

Outro potencial marcador e (1 —>3) -p-d-glucana. A pre¬ 
sent de [3-d-glucana corresponde a infec^ao invasiva por 
fungos, no entanto, o teste nao e especifico. 

A utiliza^ao da PCR e promissora, porem ainda nao foi 
normalizada. 

Pacientes com aspergilose broncopulmonar alergica apre- 
sentam niveis elevados de IgE, IgE especifica e IgG 4 . No caso 
de aspergiloma, verifica-se resposta humoral contra diferentes 
antigenos, podendo-se detecta-la por reaches de precipita^ao 
em gel de agar, como imunodifusao e contraimunoeletrofo- 
rese. Por immunoblot pode-se verificar a presen^a de um anti¬ 
geno de valor diagnostico ao redor de 90 kDa. 

Testes cutaneos sao empregados em casos suspeitos de 
aspergilose broncopulmonar alergica, dermatite atopica ou 
asma aspergilar. Alergenios recombinantes sao usados tanto 
no teste cutaneo como tambem em um imunoensaio de fase 
solida comercial. 

Metodos moleculares 

A aspergilose invasiva e doen^a com alta taxa de morta- 
lidade, e o diagnostico rapido e necessario para melhorar o 
prognostico desses pacientes. A sensibilidade e especificidade 
dos metodos moleculares tornam-nos alternativas promisso- 
ras, que podem levar a um diagnostico mais precoce, A tecnica 
de PCR foi usada por varios autores e parece ser melodolo- 
gia de grande utilidade no diagnostico de aspergilose inva¬ 
siva. Algumas sondas desenvolvidas sao altamente sensiveis 
e especificas, detectando 1 pg de DNA genomico. As sondas 
derivadas das sequencias 28S e 18S de RNAr foram, ate agora, 
as mais usadas no PCR para Aspergillus. Outro aspecto impor- 
tante que deve ser levado em conta e a presen^a de resultados 
falso-positivos, devido a coloniza^ao do trato respiratorio por 
este fungo. Os testes diagnosticos que detectam acidos nuclei- 
cos de Aspergillus por PCR foram propostos e padronizados 
para utiliza^ao em sangue, tecidos obtidos por biopsia e lava- 
dos broncoalveolares. Os valores, preditivo positivo e negative 
de PCR, em amostras de sangue e no lavado bronco alveolar 
variam de 67 a 100% e 55 a 95%, respectivamente. Essas dife- 
ren^as ocorrem devido ao tipo de ensaio e aos pacientes ava- 
liados. A PCR nao pode diferenciar coloniza^ao de infec<;ao. 

Resultados falso-positivos foram registrados em lavado 
broncoalveolar (LBA) devido a presen^a transitoria de coni- 
dios no trato respiratorio. O uso de sangue, soro e plasma e 
preferivel ao de especimes do trato respiratorio. PCR foi o 
indicador mais precoce de aspergilose invasiva em pacien¬ 
tes leucemicos, com resultados previos aos achados clinicos 
e radiologicos. A sensibilidade, especificidade, valores predi- 
tivos positivo e negativo da PCR-ELISA para a detec^ao de 
DNA especifico para especies de Aspergillus em pacientes com 
aspergilose invasiva foram de 66, 96, 62,5 e 97%, respectiva¬ 
mente. Os resultados mostraram que a media de tempo da 
manifesta^ao clinica foi de 39 dias e o tempo medio de positi- 
vidade do teste molecular (tempo de infec^ao) foi de 17,7 dias. 
Portanto, em clinicas de doen^as infecciosas o monitoramento 
de pacientes com o teste molecular podera ajudar no diagnos¬ 
tico de infec^oes fungicas invasivas na fase inicial da infec^ao 
antes de manifesta^oes clinicas. 

A combina^ao de PCR com tecnicas para detectar mole- 
culas de galactomanana em soro ou lavado broncoalveolar e 
util para diagnosticar aspergilose invasiva em pacientes com 
doen^a hematologica. A sensibilidade do teste foi de 83,3% e o 
valor preditivo, de 97,6%. Por outro lado, a associa^ao do teste 
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de galactomanana com o de amplifica^ao e sequenciamento de 
DNA resultou em 100% de sensibilidade. 

O desenvolvimento do teste ELISA para aspergilose 
invasiva demora 2 a 3 h e o metodo de PCR, 24 h para ser 
concluido, devido ao extenso processo de extra^ao, que, no 
entanto, tende a ser minorado devido aos sistemas avan^ados 
disponiveis hoje em dia. 

O desenvolvimento de tecnicas de hibridiza^ao in situ pode 
tambem auxiliar no diagnostico, pois estas detectam A. fumi- 
gatus em tecidos infectados. 

Zigomicose 

A zigomicose e um processo infeccioso causado por fungos 
que apresentam hifas sem septos ou cenodticas. Sao fungos 
saprobios do solo, vegetais, fezes de animais, alimentos e de 
insetos, pertencentes a divisao Zygomycota e ordens Mucorales 
e Entomophthorales. Os primeiros causam mucormicose, 
doen^a geralmente aguda e grave, quase sempre oportunista, 
e os segundos podem causar a entomoftoromicose, doenqa 
geralmente cronica que atinge individuos aparentemente imu- 
nocompetentes. 

A mucormicose, infec^ao causada por membros do subfilo 
Mucoromycotina, e rara, mas muitas vezes requer a^ao ime- 
diata, com base em um diagnostico preciso. A mucormicose 
so ocorre em cenario favoravel, resultante da intera^ao de 
condi^oes predisponentes do hospedeiro e circunstancias que 
permitam a entrada do fungo no organismo humano. Com 
raras exceqoes, os zigomicetos sao fungos capazes de produ- 
zir infec^ao em pacientes imunocompetentes. A mucormi¬ 
cose e, portanto, uma doen^a tipicamente oportunista, que se 
desenvolve preferencialmente em pacientes com cetoacidose, 
sob terapias imunossupressoras ou antibioticoterapia massiva 
de amplo espectro. Pode ainda estar associada a outras con- 
di 9 oes, como doen^a hematopoetica, transplante de orgaos, 
insuficiencia renal, cirrose, desnutri^ao proteico-calorica, 
traumatismo, mieloma multiplo, tumor solido e AIDS. 

O aumento observado nos ultimos anos pode ser atribuido 
ao crescente numero de pacientes com fatores de risco, como 
diabetes, neutropenia ou transplante de medula ossea e o uso 
prolongado de esteroides. As principals formas clinicas da 
mucormicose sao as rinocerebrais, pulmonares e gastrintesti- 
nais. A porta de entrada mais comum e a via respiratoria, mas 
as vias orais e cutaneas tambem sao formas de ingresso. A idade 
media dos pacientes € de 40 anos, 65% do sexo masculino. A 
mortalidade e a prevalencia global sao de 36% e 44%, respec- 
tivamente, para diabetes, 19% e 35%, respectivamente, para 
nenhuma condiqao subjacente, e 17% e 66%, respectivamente, 
para condi^ao de malignidade. Os tipos mais comuns de 
infec^ao sao sinusal (39%), pulmonar (24%) e cutanea (19%). 
A mortalidade varia de acordo com o local da infec^ao: 96%, 
85% e 76%, respectivamente, em pacientes com doen^a disse- 
minada, infec^ao gastrintestinal e infect ao pulmonar. 

Infecqoes hospitalares por zigomicetos podem ocorrer, mas 
sao raras. A exposi^ao de pacientes hospitalizados aos agentes 
da mucormicose pode ser favorecida por obras de constru- 
qao civil executadas dentro do ambiente hospitalar. Desde a 
decada de 1970, trabalhos de pesquisa alertam que a poeira 
causada por obras e reformas aumenta o risco para mucormi¬ 
cose e outras infec^oes fungicas em pacientes suscetrveis. Fitas 
cirurgicas adesivas podem estar contaminadas com esporos de 
zigomicetos e representam tambem importante fonte de infec- 
$ao cutanea em pacientes no periodo pos-operatorio. Lesoes 
pustulosas, ulcerativas e necrosantes podem ser formadas no 
local onde foram aplicadas as fitas. A oclusao facilita a pene- 


tra^ao do fungo e a invasao da epiderme por meio de fatores 
como calor, pressao e maceraqao, favorecendo, desse modo, o 
desenvolvimento de lesoes localizadas. A introduqao de zigo¬ 
micetos diretamente na corrente sanguinea pode ocorrer por 
contamina^ao na aplica^ao de substancias intravenosas, o que 
resulta muitas vezes em infec^ao do sistema nervoso central 
(SNC). Com frequencia, a infec^ao se restringe a essa locali- 
za<^ao, sugerindo assim que o tecido cerebral proporcione o 
desenvolvimento do fungo. 

Em usuarios de drogas, o efeito sinergico de anfetammicos 
sobre zigomicetos da ordem Mucorales pode explicar o padrao 
caracteristico de infect;ao do SNC neste grupo de pacientes. 
Drogas estimulantes causam vasoconstri<;ao e podem, assim, 
comprometer a microvascularizaqao em geral. Por sua vez, 
esses fungos sao propensos a invadir paredes de vasos sanguf- 
neos, o que resulta em inflama^ao e contribui para a falencia 
da microvascularizatjao e consequente lesao do SNC. 

Rhizopus arrhizus (R. orizae ) e responsavel por cerca de 
60% dos casos humanos de zigomicose dos quais foram rea- 
lizadas culturas e por 90% das formas rinocerebrais. Outras 
especies e generos, como Lichtheimia (Absidia) e Rhizomucor , 
sao tambem importantes patogenos de infec^ao humana. 
Especies de Mucor sao menos frequentes como agentes dessa 
doen^a, apesar de vasta literatura sobre mucormicose identi- 
ficar o zigomiceto frequentemente, mas erroneamente, como 
Mucor. Casos esporadicos de infec^ao por outros Mucorales, 
como Mortierella , Cunninghamdla, Saksenae e Ap op hyso myces , 
sao descritos na literatura. Cokeromyces recurvatus foi descrito 
varias vezes, mas apenas como contaminante de secre^oes 
humanas. Os agentes da entomoftoromicose sao Basidiobolus 
ran arum e Conidiobolus coronatus. 

A zigomicose subcutanea, ou entomoftoromicose, e geral¬ 
mente causada por membros da ordem Entomophthorales, 
especialmente Basidiobolus ranarum {B. haptosporus anterior- 
mente) e Conidiobolus coronatus. A entomoftoromicose cau¬ 
sada por Conidiobolus coronatus afeta principalmente a mucosa 
nasal e faringe, com posterior invasao do tecido subcutaneo 
e muscular, enquanto a causada por Basidiobolus ranarum 
envolve o tecido subcutaneo e os musculos, principalmente das 
extremidades. Basidiobolus e Conidiobolus spp. sao mais comu- 
mente encontrados em climas tropicais. Basidiobolus spp. esta 
associado a vegeta^ao em decomposi<;ao, insetos, bichos e fezes 
de muitos animais. Conidiobolus spp. sao encontrados em solos 
e detritos vegetais, especialmente em climas quentes e umidos. 
As infec<;6es causadas por Entomophthorales geralmente ocor- 
rem em pessoas imunocompetentes, em contraste com casos 
raros de infecqao subcutanea causada por membros da ordem 
Mucorales, que muitas vezes afetam pessoas imunossuprimi- 
das. Conidiobolomicose geralmente ocorre nos homens envol- 
vidos em ^ricultura e outros tipos de trabalho ao ar livre, com 
uma proporqao de 8:1 dos homens infectados para as mulheres. 
Basidiobolomicose geralmente ocorre em crian^as com menos 
de 10 anos de idade e e mais comum em meninos. 

A maioria dos casos na America Latina foi relatada no 
Brasil, no litoral da Regiao Nordeste, mas infecqoes tambem 
tern sido descritas na Costa Rica, Colombia e Porto Rico. 
Foram relatados casos de infec^oes por C. coronatus em adul- 
tos que vivem nas Regioes Nordeste e Centro-Oeste. 

Diagnostico laboratory I 

Exame direto 

Apesar do carater oportunista dos zigomicetos, este grupo de 
fungos pode permanecer no organismo humano apenas coloni- 
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Figura 32.32 Zigomicose: A. Hifas cenocfticas, a fresco (400 x). B. Hifas 
cenocfticas, impregna^ao pela prata (400 x). 


zando exsudatos de ulcera^oes, tecidos necrotizados ou secre- 
9 oes de mucosas. O conhecimento desse fato tem muita influen- 
cia na interpreta 9 ao de resultados de exames micologicos. 

A limita^ao entre os estados de coloniza^ao e invasao, isto e, 
infec^ao, nao e facil e deve ser feita por demon stra^ao do fungo 
no tecido. E sempre necessario observar a presen^a de hifas 
cenocfticas no tecido - pois elas demonstram a invasao teci- 
dual pelo fungo - para afastar a hipotese de contamina^ao por 
zigomicetos, dada a ubiquidade desses fungos. Entretanto, tam- 
bem devem ser realizados cultivos de amostras biologicas para o 
estabelecimento acurado do agente etiologico da infec^ao. 

A pesquisa de zigomicetos pode ser realizada em varios mate- 
riais clinicos: exsudatos de lesoes de mucosa e ulceras de pele, teci¬ 
dos necrosados ou outros, aspirados de seios maxilar e paranasal, 
secre^oes do trato respiratorio. A microscopia do material visa a 
observa^ao de hifas hialinas largas com diametro medio de 10 a 
15 pm, parede grossa e refratil, raramente septadas, mostrando 
dilata^oes focais e irregulares com ate 50 pm, ramificando-se em 
angulo de 90° ou eventualmente, em dicotomia (Figura 32.32). 
Em cortes histologicos corados com HE, apresentam citoplasma 
irregularmente corado. Algumas especies de Mucor podem 
assumir a fase leveduriforme sob certas con didoes. Nesta forma, 
o fungo ja foi visualizado em urina e fezes humanas. 

Sugestao para resultado de exame direto positivo: presen^a 
de hifas nao septadas caracteristicas de zigomicetos. 

IsolamentOy cultura e identificagao 

O cultivo do material biologico permite o rapido e abun- 
dante crescimento de culturas branco-acinzentadas, sem pig- 
mento no verso da coldnia, nas primeiras 24 h. Os agentes de 
mucormicose podem crescer na maioria dos meios, mas agar 
Sabouraud-dextrose (glicose a 4%, peptona a 1%, agar a 2%) ou 


agar extrato de malte a 4% (extrato de malte a 4%, agar a 2%) sao 
recomendados. Meios com cicloeximida nao devem ser usados. 
A coleta com swab de palato ou das narinas deve ser evitada, e a 
refrigera^ao reduz tambem a viabilidade dos agentes. A incuba- 
^ao deve ser feita a temperatura ambiente e a 37°C. 

Material de casos com mucormicose gastrica dificilmente 
permite o crescimento do agente etiologico, e o diagnostico 
e apoiado, nesses casos, no exame direto do especime clinico. 
A observa^ao da esporula^ao dos zigomicetos e vital para sua 
identifica^ao, porque as chaves de classifica^ao baseiam-se, 
quase que exclusivamente, em suas estruturas reprodutivas 
anamorfas (assexuadas). 

Depois de isolado, o fungo deve ter sua identifica^ao pre- 
ferencialmente realizada por especialistas. A esporula^ao 
maxima nem sempre e obtida em meios usuais em micolo- 
gia. Alem disso, e necessario observar detalhadamente a sua 
micromorfologia. Os criterios micromorfoldgicos principals 
para a identifica^ao de zigomicetos sao: 

■ Tipo e numero de esporangiosporos 

■ Estruturas de apoio aos esporangioforos 

■ Presen^a, ou nao, de esporangioforos ramificados 

■ Forma da columela ou dilata^ao apical do esporangioforo 

■ Presen^a, ou nao, de rizoides ou hifas estreitas em forma 
de raiz vegetal. 

Esses aspectos morfologicos definem os generos dos zigo¬ 
micetos. Rizoides ocorrem nos generos Rhizopus, Rhizomucor 
e Absidia. Os esporangios em Saksenae tem forma tipica de 
frasco com columela pequena e globosa, enquanto a columela 
de Mucor e alongada e os esporangiosporos sao de pequeno 
tamanho. Conidiobolus forma conidioforo simples com coni- 
dio unico terminal esferico, com 10 a 25 pm e papila proemi- 
nente (Figura 32.33). 



Figura 32.33 Aspectos mo rfologicos deagente de zigomicose: A. Rhizopus sp. 
(rizoide e esporangioforo). B. Rhizopus sp. {columela e esporangio) {400 x). 
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Provas fisiologicas sao tambem esporadicamente neces- 
sarias, e para especies heterotalicas utilizam-se provas para 
cruzamento interamostras, visando a reprodu^ao sexual para 
concluir a classifica^ao do fungo. 

Testes sorologicos e moleculares 

Para auxiliar no diagnostico pode-se lan^ar mao de provas 
de imunodifusao em gel de agar ou testes imunoenzimaticos, 
mas eles sao pouco utilizados. Ha necessidade do des envoi- 
vimento de antigenos especfficos e anticorpos monoclonais, 
bem como de metodos moleculares, para tornar o diagnostico 
mais precoce. 

► Fungos demacios 

Infec^oes mlcoticas causadas por fungos demacios incluem 
cromoblastomicose, micetoma, feo-hifomicose e esporotri- 
cose. A seguir serao descritas essas doen^as, e um item em 
separado esta dedicado aos micetomas. 

As paredes celulares dos conidios e das celulas vegetativas 
dos fungos demacios apresentam cor marrom a olivacea ou 
preta. Este pigmento escuro e causado pela deposi^ao de mela- 
nina. Em alguns fungos, a demonstrate deste composto so 
foi evidenciada em cultura. Esses patogenos sao ubiquitarios e 
cosmopolitas, sendo encontrados frequentemente associados 
ao solo e plantas, mas ocasionalmente podem causar infec^oes 
no homem e em pequenos animals. 

- Cromoblastomicose 

A cromoblastomicose e micose cronica dos tecidos cuta- 
neos e subcutaneos, em geral, com localiza^ao nos membros 
inferiores. Apresenta-se sob a forma de nodulos ou verrugas 
que posteriormente podem ulcerar, terminando quase sempre 
em hiperacantose e hiperqueratose dos tecidos envolvidos. 

A cromoblastomicose e causada por diferentes fungos, 
que sao identicos em sua forma parasitaria nos tecidos do 
hospedeiro. Varios fungos demacios estao envolvidos com 
a etiologia da doen^a, mais comumente Fonsecaea pedro- 
soi e Cladophialophora carrionii. Mais de 70% dos casos sao 
autoctones para climas tropicais e subtropicais. F. pedrosoi € 
encontrada em zonas tropicais umidas, enquanto C. carrionii 
geralmente e o patogeno predominate em regioes secas ou 
semideserticas. Menos frequentes sao Phialophora verrucosa , 
Rhinocladiella aquaspersa , Exophiala dermatitidis e F. mono- 
phora, bem como E. jeanselmei e E. spinifera. Todos esses 
agentes pertencem a uma unica ordem de fungos ascomicetos, 
Chaetothyriales. 

A cromoblastomicose foi diagnosticada em todos os con- 
tinentes, embora a maioria dos casos se encontre nas regioes 
tropicais e subtropicais da America e Africa. Essa doen^a 
e bastante comum no Mexico e o fungo mais isolado e 
Fonsecaea pedrosoi, especie tambem mais isolada no Brasil, e 
na Venezuela e Cladophialophora carrionii. 

A cromoblastomicose e uma doen^a rural encontrada 
geralmente em adultos do sexo masculino (proporqao 5 a 
9:1), nas faixas etarias de 30 a 50 anos, e raramente ocorre 
em crian^as. Nao existe clara predileto racial. No Brasil, o 
numero medio anual de casos de cromoblastomicose relata- 
dos variou de 2,6 a 6,4, dependendo da regiao. Nao esta rela¬ 
tion ada com contagio inter-humano ou transmissao animal- 
homem. A transmissao ocorre por via traumatica, por meio 



Fig ura 32.34 Cromoblastomicose. Celulas esderoticas, HE. (400 x). 


de solu^oes de continuidade; dai a frequencia das lesoes nos 
membros inferiores e superiores. Uma fonte potencialmente 
importante de infec^ao na Regiao Amazonica e a coleta e 
processamento do coco baba^u, cuja casca pode ser colo- 
nizada por F. pedrosoi. A cromoblastomicose e considerada 
uma doen^a ocupacional e acomete trabalhadores rurais, 
madeireiros ou vendedores de produtos agricolas. As pessoas 
afetadas geralmente sofrem falta de prote^ao adequada em 
relato a calqado e vestuario. 

Diagnostico laboratorial 

O laboratorista deve ter especial aten^ao na coleta de lesoes 
de pele coberta de “pontos negros”. Essas lesoes consistem 
em pequenas crostas hematicas que contem restos celulares e 
estruturas fungicas, resultantes da sua elimina^ao transepite- 
lial. A area com “pontos negros” deve ser preferencialmente 
selecionada para a coleta de amostras. Todos os materials 
suspeitos, inclusive raspado de pele, crostas, fragmentos, aspi- 
rados e fragmentos de tecido, podem ser analisados. Apesar 
de o exame direto a fresco, com KOH 20 a 40%, ser metodo 
rapido de diagnostico, tambem e utilizada biopsia em Colo¬ 
rado de hematoxilina-eosina. O diagnostico laboratorial e 
relativamente facil desde que, ao exame direto a fresco, depois 
da digestao do material sejam observadas celulas esderoticas 
ou muriformes de cor marrom, caracteristicas. Esses corpos 
constituidos de varias celulas subglobosas de parede grossa, 
divididos por septa^ao em mais de um piano, ocorrem iso- 
ladamente, ou em pares ou em cachos. Em material de cros¬ 
tas ou escamas superficial, podem-se visualizar em exame 
direto tambem hifas curtas e ramificadas de cor marrom com 
2 a 5 pm (Figura 32.34). Os corpos escleroticos sao encontra¬ 
dos em pus e tecidos subcutaneos e da epiderme, dentro de 
celulas gigantes, raramente em macrofagos ou em leucocitos 
polimorfonucleares. 

A observa^ao de celulas muriformes em amostras cli- 
nicas e obrigatoria para a confirma^ao da doen^a. A adi^ao 
de calcofluor branco pode ser util quando as celulas fungi¬ 
cas forem escassas. Este reagente fluorescente demonstrou 
aumentar a sensibilidade da detec^ao de muitos fungos, mas a 
utilidade no caso de fungos pigmentados permanece obscura. 

Resultado em exame direto positivo: presen^a de celulas escle- 
roticas ou muriformes caracteristicas de cromoblastomicose. 
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Cultura 

Os especimes clinicos sao semeados em meios basicos 
como agar Sabouraud adicionado de antibioticos. Os fungos 
crescem bem a 30°C, mas sao de crescimento lento, mostrando 
colonias visiveis somente apos 1 semana, com crescimento 
maximo em ate 4 semanas. Apos o isolamento, deve-se veri- 
ficar se o isolado esta em cultura pura. Isso e extremamente 
importante, pois fungos demacios sao polimorficos e a cada 
transforma^ao morfologica surge a suspeita de contamina^ao. 
As caracteristicas morfologicas e coloniais sao obtidas em cul- 
turas com aproximadamente 2 semanas a 25 a 30°C em meio 
de agar batata-dextrose ou agar fuba, adequados para espo- 
rula^ao. Para a correta identifica^ao desses agentes, deve-se 
preparar microcultivos nesses meios de cultura. 

O estudo da conidiogenese resultou na redefini^ao de mui- 
tos generos de importancia medica. Conidios originam-se 
em hifas especializadas ou ramificadas chamadas conidio- 
foros. As celulas que dao origem ao conidio sao denominadas 
celulas conidiogenicas. A distin^ao entre as varias celulas e 
importante para a identifica^ao dos fungos demacios. A fia- 
lide e uma celula conidiogenica que forma internamente uma 
sucessao de conidios no apice, geralmente em forma de frasco. 
Uma estrutura em forma de calice ou xicara, denominada 
colarete, pode estar presente no apice da fialide. O anelideo e 
uma celula conidiogenica caracterizada por anela^oes no apice 
que se torna mais longo e mais estreito a medida que forma os 
conidios. Alguns fungos produzem conidios por um processo 
de brotamento. Tais conidios sao denominados blastoconidios 
e podem ocorrer em forma isolada ou em cadeias. O termo 
basipeta e usado para informar que o novo conidio e formado 
na base da cadeia e acropeta no apice da cadeia. 

Fungos demacios de importancia medica formam os 
conidioforos do tipo simpodial, denominado rinocladiela; 
neste tipo, o conidio forma-se no apice do conidioforo que se 
distende para formar novos conidios. O conidioforo fica com 
a aparencia de “cajado nodoso” 

Alguns fungos demacios sao conhecidos por produzirem 
mais de uma estrutura assexuada ou anamorfica. Exemplo da 
natureza polimorfica e Fonsecaea pedrosoi , que pode formar 
celulas conidiogenicas do tipo simpodial, dos tipos fialidico ou 
Phialophora, alem de cadeias ramificadas de blastoconidios (do 
tipo Cladosporium). P. verrucosa produz predominantemente 
o tipo fialidico; F. pedrosoi, como dito anteriormente, pode 
produzir os tres tipos, sendo mais frequente a visualiza^ao dos 
tipos cladosporium e Rhinocladiella ; C. carrionii geralmente 
produz o tipo Cladosporium (Figura 32.35). 

Recentemente, foi descrita como de valor diagnostico a fra- 
£ao imunodominante de 54 kDa em soro de pacientes com 
cromoblatomicose causada por F. pedrosoi. Um estudo empre- 
gou o teste de ELISA usando antigeno AgSPP de C. carrionii 
e, em alguns casos, o teste foi util para a analise da evolu^ao 
do tratamento e recomendado para estabelecer criterios de 
remissao. 

Metodos moleculares para a identifica^ao dos agentes da 
cromoblastomicose foram usados, empregando PGR dupla com 
iniciadores universais e especificos da regiao ITS1 -5.8S-ITS2 do 
DNA ribossomico de Fonsecaea spp. e tambem oligonucleoti- 
dios especificos para a identifica^ao de C. carrionii. 

■ Feo-hifomicose 

Feo-hifomicose, termo proposto por Ajello em 1974, 
inclui as infec^oes por fungos da classe Hyphomycetes, 



Figura 32.35 Agentes de cromoblastomicose: A. Fonsecaepedrosoi (400 
x). B. Phialophora verrucosa (400 x). C. Cladosporium carrionii (400 x). 


familia Dematiaceae. A feo-hifomicose pode ser causada por 
varios generos e especies de fungos fitopatogenos ou sapro- 
bios do ar, de aguas poluidas, solo e vegetais. Este grupo 
de fungos caracteriza-se por apresentar pigmentos escuros 
que sao, por isso, denominados fungos demacios. No tecido 
do hospedeiro os fungos se apresentam sob a forma de leve- 
duras hialinas ou acastanhadas, septadas, com hifas pouco 
desenvolvidas. Esses aspectos, ao lado dos aspectos clini¬ 
cos, sao fundamental para a divisao estabelecida entre feo- 
hifomicose e cromoblastomicose. Eventualmente, corpos 
muriformes (caracteristicos de cromoblastomicose) podem 
ser vistos em feo-hifomicose ao lado de outras estruturas 
fungicas. 

Os fungos demacios compreendem cerca de 40 especies, 
mas poucas estao associadas a infec^ao hurnana (Figura 32.36). 
As mais comuns sao Exophiala jeanselmei, E. moniliae, E. spi - 
nifera , Phialophora spp. ( Phaeoacremonium ), Bipolaris spp. 
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Wangieila dermatitidis 




Aureobasidium pullulans Exophiala jeanselmei Xylohyfa bantiana 

Figura 32.36 Representagao esquematica dos principals fungos agen- 
tes de feo-hifomicose. 

e Exophiala ( Wangieila ) dermatitidis e, menos comumente, 
Veronaea botryose, Exserohilum rostratum, Colletotrichum 
crassipes e Phoma cava. As infec^oes ocorrem esporadica- 
mente, muitas vezes em homens adultos mais velhos que tra- 
baiham como agricultores, carpinteiros ou exercem outras 
profissoes que os expoem a materiais vegetais. A maioria das 
infec^oes de feo-hifomicose ocorre em pessoas imunocompe- 
tentes, mas, com o aumento do numero de pessoas imunossu- 
primidas iatrogenicamente, as infec^oes foram relatadas com 
frequencia crescente em transplantados. Devido ao seu carater 
ubiquitario, muitos desses fungos podem contaminar culturas 
em laboratorio. 

A feo-hifomicose, assim como outras infec^oes fungicas, 
apesar de ter grande importancia na medicina contempora- 
nea, necessita de apoio laboratorial e clinico para seu diagnos- 
tico definitivo e diferencial de cromoblastomicose. 

Os aspectos clinicos da feo-hifomicose sao diversos. 
Infec^oes subcutaneas - micetomas - caracterizadas por 
tumefa^ao, forma^ao e drenagem de secre^oes com granulos 
escuros podem ser causadas por esses fungos. Apesar disso, 
os micetomas nao sao classificados dentro de feo-hifomicose 
devido aos diferentes aspectos clinicolaboratoriais. 

A feo-hifomicose pode ser, conceitualmente, dividida em 
quatro tipos clinicos: 

■ Superficial: infect ao restrita ao extrato corneo, sem ocor- 
rencia de rea^ao tissular. Exemplos: piedra preta, tinha 
negra (ver Micoses superficiais) 

■ Cutaneocorneal: invasao do tecido queratinizado, com res- 
posta tissular moderada 

■ Subcutanea: cistos que se desenvolvem apos inocula^ao por 
traumatismos 

■ Sistemica: infec^ao disseminada em orgaos internos, geral- 
mente a partir de foco pulmonar. 

Tambem e aceita a hipotese de ocorrencia de infec^ao pul¬ 
monar alergica analoga a aspergilose por fungos demacios. 

De modo geral, a feo-hifomicose tern amplo espectro, mas, 
em alguns casos, pode tornar-se limitada conforme o agente 
causal. Assim, Exophiala jeanselmei e E. dermatitidis produzem 
cistos subcutaneos. A infect ao tende a permanecer localizada, 
mas pode, raramente, disseminar-se em pacientes imunossu- 
primidos. Outros agentes de feo-hifomicose, quando introdu- 
zidos inadvertidamente, por inje^ao de insulina subcutanea, 


em pacientes diabeticos, causam infec^ao restrita ao local de 
aplica^ao. Como os feo-hifomicetos sao fungos distribuidos 
na natureza, sua inocula^o acidental por materiais perfuro- 
cortantes contaminados com vegetais ou solo pode levar a feo- 
hifomicose subcutanea em individios imunocompetentes. 

Varies tipos de infec^oes do sistema nervoso central 
(SNC) podem ser causados por fungos melanizados. Os 
principals sao Cladophialophora bantiana, Exophiala der¬ 
matitidis, Ramichloridium mackenzie e Ochroconis gallopava. 
O fungo Cladophialophora bantiana , presente em vegetais, 
pode causar, em individuos imunocomprometidos, infec^ao 
do SNC, pois e francamente neurotropico. Alguns pacientes 
podem apresentar cromoblastomicose previa a infec^ao cere¬ 
bral, enquanto outros apresentam infec^ao pulmonar e, em 
casos raros, nenhuma infec^ao precedente. A maioria dessas 
infec^oes e fatal. A ressec^ao das lesoes em combina^ao com 
a terapia antimicotica pode reduzir a mortalidade. As infec- 
90 es atingem o SNC tanto por via hematogenica quanto por 
extensao direta dos seios paranasais colonizados ou do canal 
do ouvido, ou por inocula^ao direta durante procedimentos 
neurocirurgicos. 

Especies de Alternaria, Exserohilum, Bipolaris, Curvularia 
e Cladophialophora sao agentes de feo-hifomicose na forma 
clinica de seiosite, que pode evoluir para a destrui^ao ossea da 
regiao orbital ou, em certos casos, invadir a por^ao intracra¬ 
nial, o que resulta em lesao do SNC. Seiosite e a manifesta^ao 
inicial mais comum da feo-hifomicose em individuos atopicos. 
Desse modo, individuos imunocompetentes tambem podem 
desenvolver a infec^ao subsequentemente a seiosite. 

Feo-hifomicose cutanea e a prolifera^ao de fungos dema¬ 
cios em tecidos queratinizados. E frequente a localiza<;ao plan¬ 
tar, na qual fissuras e eczemas facilitam a coloniza^ao tran- 
siente dos fungos. Em muitos casos a coloniza^ao e totalmente 
benigna, mas, em outros, os feo-hifomicetos contribuem para 
o agravo da lesao como agente irritante secundario. Os agen¬ 
tes mais comuns sao Alternaria, Curvularia, Cladophialophora 
e Aureobasidium. Formas de onicomicose por Scytalidium , 
Phyllosticta, Pyrenochaeta e Chaetomium sao tambem enqua- 
dradas nesta categoria. 

Diversas especies de Curvularia , bem como Exserohilum rostra¬ 
tum , Exophiala jeanselmei, Lasidioplodia, Rhizoctonia, Tetraploa > 
Botryodiplodia, Cladorrhinum bulbillosum e Colletotrichum 
dematium > sao exemplos de feo-hifomicetos que podem causar 
queratite micotica apos traumatismo com lentes ou objetos per- 
furocortantes. 

As formas sistemicas de feo-hifomicose sao raras e depen- 
dem, essencialmente, da eficiencia da porta de entrada do 
fungo e do comprometimento do sistema imunologico do 
hospedeiro, seja por doen^a subjacente (diabetes, leucemia) 
ou por terapia imunodepressora. Grande variedade de mani- 
festa^oes clinicas foi relatada em pacientes suscetiveis: artrite, 
endocardite, meningite, encefalite, osteomielite, pneumonite, 
esofagite, peritonite e endoftalmite. 

A maior parte dos casos publicados de feo-hifomicose 
ocorre em humanos, entretanto, a doen^a ja foi descrita em 
diversos animals, tais como sapos, peixes, gado bovino, gatos 
e tartarugas. 

Diagndstico laboratorial 

Exame direto 

Tecidos obtidos por biopsia, liquidos aspirados de cistos e 
escamas de pele e unhas sao alguns dos materiais biolbgicos 
que podem ser examinados para a pesquisa de hifomicetos. 
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As formas fungicas observadas ao exame direto podem ser 
leveduriformes, com hifas septadas e ramificadas em ingulo 
reto. Apresentam pigmenta^ao acastanhada. Podem ainda 
apresentar tubulos regulares, irregulares ou distorcidos. E 
frequente a apresenta^ao de formas mistas, com hifas artros- 
poradas ocasionais originando artroconidios irregulares e 
unisseptados. 

Sugestao de resultado de exame direto positivo: presen^a 
de hifas septadas demacias ou pigmentadas, caracteristicas de 
feo-hifomicose. 

Isolamento, culture e identifrcagao 

A cultura do material biologico permite, apos um periodo 
de 4 a 6 semanas a 25 a 30°C, o crescimento de colonias de cor 
escura com aspectos variados, conforme o agente etiologico. 
Aureobasidium pullulans, Scytalidium sp., Wangiella derma- 
titidis , Exophiala jeanselmei , E. spinifera, Lecythophora hoff- 
mannii e Hortaeae werneckii apresentam crescimento initial 
leveduriforme, e passam, gradualmente, a apresentar formas 
miceliares ate se tornarem totalmente filamentosas. Esses feo- 
hifomicetos sao chamados de yeast-like fungi, ou fungos seme- 
lhantes a leveduras. Os outros agentes crescem lentamente, 
mas sao visiveis em 15 dias como colonias velutineas, de cor 
cinza a negra, com pigmento negro no verso, aspectos morfo- 
logicos tlpicos de feo-hifomicetos. 

Ocorrem revisoes frequentes na taxonomia, o que resulta 
em reclassifica^ao e atualiza^ao da nomenclatura dos feo-hi¬ 
fomicetos. Isso se deve nao s6 ao polimorfismo dos generos e 
especies, mas tambem a similaridade morfologica entre espe- 
cies em rela^ao as estruturas morfologicas micro scopicas. A 
conidiogenese, analise de exoantigenos e analise genetica sao 
tendencias nos criterios de classifica^ao dos feo-hifomicetos. 
A identifica^ao de hifomicetos e dificil e requer consulta a 
bibliografia e pessoal especializado. 

As sequencias de nucleotidios dos dominios D1/D2 da 
grande subunidade (26S) do DNA ribossomico e utilizada na 
identifica^ao de fungos patogenicos demacios. 

- Esporotricose 

A esporotricose e uma infec^ao cronica geralmente limitada 
aos tecidos cutaneos e subcutaneos ou linfocutanea. A forma 
clinica sob a qual se apresenta depende de diversos fatores, 
como o tamanho do inoculo, a profundidade da inocula^ao 
traumatica, a tolerancia termica da cepa e o estado imunologico 
do hospedeiro. As partes dos membros superiores e inferiores 
mais expostas a traumatismos sao os locais mais atingidos, 
mas face e tronco tambem podem ser acometidos. As lesoes 
sao ulcerativas e gomosas, sendo classica a forma de linfangite 
nodular ascendente. Sao tambem descritas manifesta^oes pul- 
monares, osseas, geniturinarias e do sistema nervoso central. 
Em raras ocasioes, pode disseminar-se para outros orgaos, ou 
ainda ser primariamente sistemica, resultante da inala^ao de 
esporos. Pacientes com neoplasias do sistema hematopoetico 
ou linforreticular, AIDS, diabeticos, alcoolatras ou sob uso 
intensivo de substancias imunodepressoras podem apresentar 
a forma disseminada da doen^a. 

Atualmente sao reconhecidas como especies validas 
Sporothrix brasiliensis , S. globosa e S. mexicana , S. albicans e S. 
lurei. As duas primeiras estao associadas a infec^ao humana. 

O fungo tern sido encontrado como saprobio em vegeta- 
^oes, excretas de animals, solo e, mais raramente, em insetos. 
O complexo S. schenckii implanta-se por traumatismo com 
gravetos ou espinhos vegetais e, ocasionalmente, por inala^ao 


de conidios. S. brasiliensis e S. schenckii foram as especies mais 
virulentas, quando avaliadas em modelo murino, e os meca- 
nismos de lesao podem ser especie-especificos. A transmissao 
por meio de mordedura e arranhaduras de animais infecta- 
dos, ou portadores assintomaticos, e tambem aceita por diver¬ 
sos pesquisadores. Na cidade do Rio de Janeiro foi descrito 
um numero bastante elevado de casos da doen^a envolvendo 
gatos e humanos. Os seres humanos podem ser contaminados 
por arranhadura do gato ou mordida, e ate mesmo por con- 
tato com materials contaminados e liquidos. A esporotricose 
canina apresenta-se como micose autolimitada, enquanto a 
esporotricose felina varia de infec^ao subclinica a doen^a 
sistemica grave, com dissemina^ao hematogenica do fungo. 
A esporotricose em gatos sempre precedeu a sua ocorrencia 
entre os seus proprietaries. O potencial zoonotico dos gatos 
foi demonstrado pelo isolamento de S. schenckii a partir de 
lesoes cutaneas e de material colhido de suas cavidades nasais 
e orais. 

Desde 1998, no Rio de Janeiro e areas adjacentes do 
Brasil, muitos casos de esporotricose transmitida zoonoti- 
camente foram relatados por donos de gatos domesticos, 
veterinarios e outros cuja ocupa^ao envolve o cuidado com 
este animal. Uma analise de 31 casos identificados nesse 
dominio entre 1988 e 1997 sugeriram que a incidencia de 
esporotricose foi diminuindo entre os residentes rurais e 
aumentando entre os moradores urbanos que tern como 
habito a pesca e a ca^a. 

A hipotese de contagio inter-humano nao esta compro- 
vada. O periodo de incuba^ao da doen^a varia de 3 a 180 dias, 
com maior frequbneia de 3 semanas. 

Ocupa^oes que predispoem a essa doen^a incluem jardi- 
nagem, agricultura ou qualquer atividade que manipule solo 
ou vegeta^ao, fontes em potencial. A doen^a e de ampla distri- 
bui^ao, sendo encontrada principalmente em areas tropicais e 
temperadas. O maior numero de casos foi descrito no confi¬ 
ne nte americano, principalmente no Mexico. 

Pacientes com a forma cutanea localizada sao geralmente 
individuos sadios, com idade abaixo de 30 anos. Crian^as 
podem tambem apresentar a doen^a. Nao existe diferen^a 
entre as frequences em rela^ao ao sexo. Diversos surtos epi- 
demicos foram descritos apos a exposi^ao de grupos de indi¬ 
viduos a mesma fonte de infec^ao. 

Diagnostic iaboratoriai 

Exame direto 

A esporotricose e uma das raras exce^oes, em micologia 
medica, em que o exame direto tern baixa sensibilidade e, 
portanto, em regra, nao e util para o diagnostico Iaboratoriai 
da micose. Formas leveduriformes em navetas ou “charutos” 
podem ser, eventuaknente, vistas ao exame direto do material 
biologico corado segundo Gram, Gomori ou PAS. Embora a 
morfologia das celulas seja peculiar, essas formas sao escassas 
no material biologico. Em exame a fresco, geralmente o exame 
direto e negativo e inconclusivo. 

O metodo de imunofluorescencia direta apresenta melho- 
res resultados e tem boa especificidade. Nao existem, porem, 
reagentes padronizados disponiveis no mercado internacio- 
nal. 

Resultado de exame direto por imunofluorescencia ou 
imunoperoxidase: presen^a de formas em charuto ou cigarro 
compativeis com Sporothrix schenckii. Em material obtido por 
biopsia: observa^ao da rea^ao tissular, corpos asteroides e/ou 
blastoconidios compativeis com Sporothrix schenckii. 
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A sequencia do gene 18S rRNA pode detectar uma quanti- 
dade de DNA de 1UFC de S. schenckii em amostras de tecido. 
As altas sensibilidade e especificidade do PCR indicam que 
o ensaio pode fornecer um diagnostico rapido com precisao 
suficiente para ser clinicamente util para pacientes com espo- 
rotricose. Os iniciadores empregados no teste de PCR nested 
foram SSI, 5'-CTC GTT CGG CAC CTT ACA CG3\ e SS2, 
5'-CGC TGC CAA AGC AAC GCG GG-3', que definem um 
amplicom de 305 pb e SS3,5'-ACT CAC CAG GTC CAG ACA 
CGA TG-3', e SS4, 5'-CGC GGG CTA TTT AGC AGG TTA 
AG-3', correspondem a 152 pb. Varios patogenos, incluindo 
bacterias, fungos, Leishmania e micobacterias atipicas, sao 
capazes de causar lesoes cutaneas do tipo esporotricose, por- 
tanto o uso de metodos rapidos e necessario. 

Isolamento, cultura e identificagao 

O diagnostico de esporotricose e realizado, em regra, pelo 
isolamento do fimgo de especimes clinicos, tais como pus ou 
tecido obtido por biopsia. Materials obtidos por pun^ao de 
medula ossea ou sangue de casos de doen^a disseminada nem 
sempre permitem o isolamento da amostra. 

As principals caracteristicas fenotipicas para o reconhe- 
cimento das especies sao a morfologia dos conidios sesseis 
pigmentados, o crescimento em 30, 35 e 37°C e a assimila^ao 
de sacarose, rafinose e ribitol. Com base na analise do gene 
calmodulina tambem se pode realizar a identificaqao dessas 
especies. 

S. brasiliensis caracteriza-se por ter celulas conidiogenicas 
geralmente terminais ou intercalares sobre conidioforos mais 
ou menos diferenciados e crescimento simpodial dos conidios 
hialinos. Conidios sesseis sao marrons, com paredes espes- 
sas, globosos a subglobosos. Esse fungo nao cresce a 40°C e 
foi incap az de assimilar sacarose e rafinose, e poucas especies 
assimilam ribitol; e dimorfico e foi considerado o unico mem¬ 
bra patogenico deste genera. 

5. globosa e incapaz de crescer a 37°C, mas cresce a 35°C 
e apresenta conidios laterais globosos; nao cresce a 40°C e 
e incapaz de assimilar rafinose; algumas cepas assimilam 
ribitol. 

S. mexicana apresenta crescimento simpodial com conidios 
geralmente hialinos, ovalados. Conidios sesseis sao marrons 
com paredes espessas, predominantemente subglobosos, ou 
elipsoides. A temperatura maxima de crescimento foi de 37°C, 
nao cresce a 40°C e e capaz de assimilar sacarose, rafinose e 
ribitol. 

O complexo S. schenckii e resistente a cicloeximida e cresce 
bem na maioria dos meios usados em micologia a temperatura 
entre 25 e 30°C. O pus ou macerado de tecido e semeado em 
agar Sabouraud com antibioticos. Culturas desenvolvem-se 
em poucos dias, como colonias brancas a creme, umidas, 
planas, enrugadas, tornando-se marrons ou pretas dentro de 
10 dias a 2 semanas. As taxas de isolamento deste fungo sao 
altas. Agar extrato de malte pode ser usado para manter o pig- 
mento escuro das culturas. 

As colonias apresentam hifas hialinas septadas, frequente- 
mente simpodiais. Os conidios sao de dois tipos: 

■ Conidio unicelular, hialino, de parede fina, que se desen- 
volve ao longo de hifas; conidioforos eretos na forma de 
cachos 

■ Conidio unicelular de parede grossa e escura desenvolven- 
do-se ao longo de hifas. Os conidios hialinos sao ovais, elip- 
ticos a piriformes e sao produzidos em arranjo de roseta 
(“margarida”) no final do conidioforo. Os conidios escuros 


sao esfericos a ovais (2 a 4 pm). A intensidade da cor da 
colonia e diretamente proporcional ao numero de conidios 
de parede escura. Esses conidios perdem seu pigmento e 
se tornam hialinos durante a manuten<;ao no laboratorio. 
Aspectos micromorfologicos de S. schenckii podem ser 
observados na Figura 32.37. 

S. schenckii apresenta dimorfismo termico reversivel, con- 
vertendo-se para a forma leveduriforme a 37°C, com maior 
rendimento sob atmosfera de 5% de C0 2 . Esta forma, porem 
nao apresenta caracteristicas morfologicas uteis para a identi- 
ficaqao do fungo. Para tanto, e observada a fase miceliar. Mas a 
capacidade de conversao a fase L e importante para a diferen- 
ciaqao do agente ante outros fungos anemofilos contaminan- 
tes. Sporotrichum spp. sao fungos anemofilos, nao patogenos 
ao homem e animais, e nao apresentam dimorfismo. A con¬ 
versao da colonia pode ser apenas partial, com a constataqao 
de areas brancas e superficie lisa e umida, formada de celulas 
ovais ou alongadas com brotamento. 

Diagnostico sorologico 

Varias tecnicas, incluindo aglutinaqao, imunoeletroforese 
e imunodifusao, tern sido utilizadas para o diagnostico soro¬ 
logico da esporotricose cutanea. No entanto, devido a baixa 
especificidade, rea^oes cruzadas com outras micoses sao 
observadas. Alem disso, essas tecnicas sao menos sensiveis 
quando comparadas aos testes imunoenzimaticos, que sao 
instrumentos promissores no diagnostico de varias doenqas 
infecciosas. Antigenos da fase miceliar e leveduriforme foram 
empregados e mostraram sensibilidade que variou de 90 a 97% 
e especificidade de 80 a 89% no teste ELISA. 

- Micetomas 

Micetoma e uma forma clinica que apresenta duas possiveis 
etiologias: bacteriana ou fungica. O micetoma actinomicotico 
e causado por membros do grupo dos actinomicetos, que 
podem ser anaerobios ou aerobics. A doenqa e conhecida tam¬ 
bem como actinomicose ou nocardiose. O micetoma eumico- 
tico ou eumicetoma pode ser causado por diversos generos e 
especies de fungos filamentosos. 

O micetoma e uma infecqao granulomatosa cronica dos 
pes, ocasionalmente maos e outras areas do corpo. A doenqa 
e caracterizada por aumento, tumoraqao, deformidade, fistu- 



Figura 32.37 Aspectos micromorfologicos de cultura de Sporothrix 
schenckii {400 x). 
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liza^ao e destrui^ao ossea. E uma infec^ao dos tecidos cuta- 
neo, subcutaneo e osseo que se inicia com o endurecimento 
da area de inocula^ao, em geral indolor, que posteriormente 
intumesce e produz abscessos. Os abscessos conectados entre 
si por ductos sinuosos alcanqam a pele e drenam liquidos por 
meio de multiplas fistulas. O agente cresce nos tecidos for- 
mando estruturas conhecidas como graos ou drusas. Este, 
mais purulento em actinomicose e mais seroso em eumice- 
toma, contem os graos e constitui o material mais adequado 
para o diagnostico laboratorial da doen^a. Os graos variam na 
cor, segundo o agente etiologico; eles podem ser brancos, ama- 
relos, vermelhos ou pretos e sao formados por compacta^ao 
das estruturas do agente etiologico. 

Mais de 30 especies de fungos podem ser agentes de eumi- 
cetomas. A doen^a ocorre mais frequentemente em regioes 
tropicais e subtropicais e, com menor intensidade, em regioes 
temperadas. E endemica na India e em alguns paises da Africa 
e America Latina. Acomete mais homens adultos, entre 20 e 
50 anos, e e considerada uma doenqa ocupacional. 

Ha pelo menos duas dezenas de especies de fungos causa- 
dores de eumicetoma em todo o mundo, mas a especie mais 
prevalente (em aproximadamente 70% dos casos relatados) e 
Madurella mycetomatis, que esta associada a micetoma de grao 
preto. Scedosporium apiospermum , responsavel por aproxima¬ 
damente 10% dos casos relatados, produz graos brancos nos 
tecidos. Outros agentes etiologicos incluem Madurella grisea, 
Acremonium falciforme, A. kiliense,A. recifei , Cylindrocarpon 
cyanescens, C. destructans, Exophiala jeanselmei, Scytalidium 
dimidiatum, Aspergillus nidulans , Neotestudina rosatii, 
Leptosphaeria senegalensis, Pyrenochaeta romeroi e Phialophora 
verrucosa. Eumicetoma geralmente ocorre em uma relaqao de 
5:1 entre homens e mulheres e em adultos com idades entre 
20 e 40 anos. A doenqa e mais comumente vista em pastores 
e agricultores. 

Em geral, a prevalencia de micetomas causada por fun¬ 
gos e crescente, com Madurella spp. e 5. apiospermum como 
as principals causas de eumicetoma na America Latina. 
Os agentes mais importantes de eumicetoma no Brasil sao 
Pseudallescheria boydii, Madurella grisea , M. mycetoma¬ 
tis e especies de Acremonium. Pseudallescheria boydii e 
Acremonium sp. formam graos brancos a branco-amarelados, 
e M. mycetomatis e M. grisea constituem graos de coloraqao 
preta in vivo. 

Os agentes mais comuns de micetoma actinomicotico sao 
Nocardia brasiliensis , Actinomadura madurae, A. pelletieri e N. 
asteroides. Os agentes anaerobios sao Actinomyces israelii, A. 
bovis, A. naeslundii e outros. 

Diagnostico taboratorial 

A secre^ao deve ser colhida das fistulas, com auxilio de 
gaze embebida em solu 9 ao fisiologica, al^a de platina ou zara- 
gatoa (swab) esterilizadas; em lesoes fechadas sem drenagem 
da secreqao, o medico deve aspirar com agulha e seringa. Pus, 
material obtido por curetagem ou biopsias devem ser coloca- 
dos em placas de Petri estereis. 

A secre^ao retida na gaze ou swab deve ser eluida em 
solu^ao salina esteril e colocada em placas de Petri esteril. 
Selecionam-se desse material por^oes com aspecto arenoso 
que podem conter graos. Ao exame direto “a fresco”, o encon- 
tro de pequenos graos ovais, irregulares, medindo 0,5 mm a 
2,0 mm de diametro, permite o diagnostico de micetoma. 

No caso de grao eumicotico sao observadas estruturas 
internas semelhantes a filamentos micelianos (2 a 5 pm de 
diametro), septados e emaranhados, com abundantes clami- 


doconidios intercalares (Figura 32.38A). Os graos podem ser 
brancos, amarelos, vermelhos ou negros, presumindo o agente 
etiologico. 

O grao actinomicotico, comumente branco-amarelado, nao 
apresenta essas estruturas internas, mas e constituido de massa 
homogenea de cocos e bacilos com microfilamentos (1 pm 
de diametro) ramificados. O contorno ou periferia dos graos 
actinomicoticos, em geral, apresenta forma^oes em clavas. A 
coloraqao de Gram permite melhor analise do conteudo do 
grao actinomicotico. Coloraqoes de Giemsa, Gomori e Ziehl- 
Nielsen sao tambem utilizadas, e algumas especies de Nocardia 
sao parcialmente alcool-acidorresistentes (Figura 32.38B). A 
diferencia^ao entre as duas etiologias e importante para o tra- 
tamento especifico com antibioticos antibacterianos ou anti- 
fungicos. 



Figura 32.38 Grao de micetoma: A. Eumicotico, HE {400 x). B. Actino¬ 
micotico HE (1.000 x). C. Actinomicotico, col. Brown-Breen (1.000 x). 
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Resultado de exame direto positive: graos compativeis com 
actinomicose ou eumicetoma de graos com colora^ao amarela 
(ou vermelha, preta, branca). 

Culture 

Devido a variedade de agentes de micetomas, seu isola- 
mento e sua identifica^ao sao da maior importancia clinica, 
especialmente se ao exame direto nao for possivel a diferencia- 
9&0 entre actinomicetoma e eumicetoma. A identifica^ao de 
genero e especie permite a obten^ao de dados relevantes para 
o conhecimento epidemiologico da doen^a. 

Para o isolamento do agente, utiliza-se agar Sabouraud com 
adi^ao de antibioticos antibacterianos se os graos apresenta- 
ram hifas septadas verdadeiras e a suspeita for de eumicetoma. 
Se os granulos mostrarem filamentos finos e formas bacilares 
ou cocoides, e recomendado agar Sabouraud ou BHI sem anti¬ 
bioticos para o isolamento de actinomicetos aerobios. Para a 
obten^ao de actinomicetos anaerobios ou microaerofilos, sao 
necessarios meios mais complexos e condi$oes de anaerobiose 
na incuba^ao. Pode-se usar tioglicolato liquido para transporte 
da amostra nesses casos. 

Os granulos de fistulas devem ser lavados em salina esteril 
para reduzir a contaminate- As culturas devem ser incubadas 
a temperatura ambiente e tambem a 35°C, por periodo de ate 
30 dias. As diversas apresenta^oes das culturas dos variados 
agentes etiologicos serao descritas a seguir. 

No caso de isolamento de fungos, a identifica^ao deve ser 
realizada com: 

■ Estudo macroscopico das colonias em agar Sabouraud e 
agar batata 

■ Observa^ao da temperatura otima de crescimento 

■ Estudo dos caracteres microscopicos 

■ Verifica^ao da atividade bioquimica: a^ao sobre gelatina, 
leite, sorocoagulado de Loeffler, auxanograma dos hidratos 
de carbono (glicose, maltose, sacarose, galactose e lactose) 
e de fontes nitrogenadas (ureia, asparagina, sulfato de amo- 
nio, nitrato de potassio e peptona) e observa^ao da hidro- 
lise do amido. 

Outros metodos 

Para auxiliar o diagnostico, foi desenvolvido anticorpo 
monoclonal contra um epitopo imunodominante de antigeno 
de 120 kDa, presente na parede celular de esporos e hifas de P. 
boydii e Scedosporium apiospermum. Os MAb podem ser uti- 
lizados nas tecnicas de imunofluorescencia e ELISA sandui- 
che (DAS-ELISA) para diferenciar com precisao P. boydii de 
outros fungos infecciosos e para controlar o patogeno em 
amostras ambientais. PCR e sequenciamento da regiao espa- 
^adora transcrita interna 1 (ITS 1 ) permitem distinguir entre 
os agentes conhecidos de micetoma. 

Pseudallescheria boydii e um patogeno capaz de causar 
colonizat° assintomatica e infec^oes localizadas e dissemina- 
das. Recentemente, foi demonstrado que a varia^ao genetica e 
alta nas especies do complexo P boydii. Duas novas especies, 
Pseudallescheria minutispora e Scedosporium aurantiacum, sao 
filogenetica e morfologicamente separadas de P. boydii. 

Os iniciadores espedficos 26.1 A [5'-AATGAGTTGGGC 
TTTAACGG-3'] e 28.3A [S'-TCCCGGTAGTGTAGTGT 
CCCT-3'] sao usados para identificar M. mycetomatis e um 
ffagmento de aproximadamente 420 pb e demonstrado. 

O desenvolvimento de abordagens moleculares melho- 
rou significativamente a sensibilidade e a especificidade na 
detect® de agentes etiologicos. Especialmente, a analise sis- 
tematica de IT SI ITS 2 e regiao hipervariavel D 1 /D 2 e eficaz 


na identifica^ao dos fungos patogenicos, enquanto os genes 
ribossomicos 18S e 28S (o gene 26S em todas as leveduras) sao 
relativamente conservados e sao uteis em analises filogeneti- 
cas. Cepas com a diversidade de sequencia > 1% no dominio 
D1/D2 ou na regiao ITS geralmente representam especies dis- 
tintas. Assim, M. mycetomatis e M. grisea pertencem a diferen- 
tes ordens de Ascomycetes. M mycetomatis pertence a ordem 
Sordariales e e provavel que M. grisea seja um membro da 
ordem Pleosporales. 

Agentes de micetoma eumicotico 
Acremonium falciforme 

► Aspect© macroscopico. O fiingo anteriormente conhecido 
como Cephalosporium falciforme cresce lentamente em agar 
Sabouraud a 25°C-28°C, produzindo colonia penugenta cuja 
tonalidade pode variar entre creme, cinza, marrom, rosea e 
malva. O reverso apresenta tonalidade amarela, rosa a violeta. 

► AspectO microscopico. As hifas sao hialinas, septadas e 
ramificadas, e nelas se elevam conidioforos eretos, septados 
e nao ramificados. No apice dos conidioforos aglomeram-se 
conidios em forma de salsicha, que medem 1 a 8,5 pm x 2,7 a 
3,2 pm, ligeiramente encurvados e nao septados. Os conidios 
agrupados sao facilmente dissociados devido a solubilidade da 
substancia mucoide envolvente e da fragilidade desta forma- 
^ao. Podem ser encontrados clamidoconidios terminals e/ou 
intercalares. 

Madureila mycetomatis 

► AspectO macroscopico. A colonia tern aspecto coriaceo, no 
inicio, apresentando sulcos e dobras, com tonalidade ama¬ 
rela ou ocre-marrom, encoberta, em geral, por micelio aereo, 
curto e de tonalidade cinza. Este micelio aereo tende, poste- 
riormente, a tonalidade marrom. Ha, entao, produ^ao de pig- 
mento marrom que se difunde no meio de cultura. As colonias 
mais antigas adquirem tonalidade marrom-avermelhada. A 
produ^ao de esclerocios e estimulada em agar batata-cenoura. 
M. mycetomatis assimila dextrose, galactose e maltose, mas 
nao sacarose. 

► Aspecto microscopico. Hifas moniliformes, com 2 a 6 pm de 
diametro, contendo clamidoconidios intercalares (25 pm), sao 
observadas e, apos 2 meses, as colonias apresentam esclerocios 
negros constituidos de elementos micelianos em forma de 
pohgono. Dois tipos de esporula^ao podem ocorrer em agar 
fuba com tween 80: (a) aleuriconidios piriformes (3 a 5 pm), 
com base truncada, sobre apice de conidioforos simples ou 
ramificados; (b) conidios globosos, sobre halides pequenas, 
em forma de botija. 

Madureila grisea 

► Aspecto macroscopico. A colonia tern desenvolvimento 
lento a temperatura de 30°C. Seu aspecto e coriaceo, escuro, 
sulcado, e fica posteriormente recoberta por micelio aereo 
cinza. As colonias em agar Sabouraud sao estereis, com oca- 
sional presen^a de clamidoconidios. A assimila^ao, em meio 
liquido, de lactose e sacarose separa essa especie de M. myceto¬ 
matis. M. grisea assimila sacarose, mas nao lactose. 

► Aspecto microscopico. Em meios de cultivo com baixa con¬ 
centrate de nutrientes, desenvolvem-se picnidios com pic- 
nidioconidios em seu interior. Algumas amostras produzem 
picnidios abortivos. 

Pseudallescheria boydii (Scedosporium apiospermum) 

► Aspecto macroscopico. O fungo cresce rapidamente, em 
meios usuais de cultivo. A colonia forma micelio aereo abun- 
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dante com aspecto de penugem, a principio branco e tornan- 
do-se castanho-acinzentado. O reverso da colonia mostra 
hifas aereas com tonalidade cinza a negra. Raras especies apre- 
sentam colonias membranosas de cor marfim. Temperatura 
otima de crescimento na faixa de 30 a 37°C. 

► Aspecto microscopico. As hifas sao hialinas com 1 a 3 pm 
de diametro e sao formados aleuroconidios piriformes ou 
em forma de limao, medindo 4 a 9 pm x 6 a 10 pm, isolados 
ou em pequenos aglomerados, sobre o apice de conidioforos 
simples ou ramificados e/ou ligados lateralmente as hifas 
(Figura 32.39). 

Este fungo e homotali co e algumas especies produzem asco- 
carpos (forma sexuada) que se localizam abaixo da superficie 
da colonia, sobre o agar ou nos sulcos. Os cleistotecios medem 
100 a 300 pm de diametro, sendo constituidos de celulas poll- 
gonais de parede espessa com tonalidade amarelo-marrom a 
negra. O cleistotecio rompe-se na maturidade, revelando ascos 
clavados, evanescentes com 8 ascdsporos marrons (4 a 5 pm x 
7 a 9 pm). 

A ctinomicoses 
Actinomicose de tipo exogeno 

A doen^a e provocada por actinomicetos aerobios. Sao bac- 
terias que vivem, principalmente, no reino vegetal e solo rico 
em materia organica e, se veiculadas por traumatismos para o 
organismo do homem, implantam-se e determinam manifes- 
ta^oes morbidas. 

Em nosso meio, o tipo classico de actinomicose exogena 
e a actinomicose podal. Esse aspecto da epidemiologia pode 
ser explicado pelo fato de muitos colonos, em nosso pais, tra- 
balharem descal^os e terem, portanto, maior risco de trauma- 
tismo nos pes. 

Em pequeno numero de casos, as lesdes actinomicdticas 
do tipo exogeno se localizam em outras partes do corpo. Tais 
lesoes tern prognostico mais favoravel que a actinomicose do 
tipo endogeno, pois esta tende a se generalizar com alta taxa 
de letalidade. No entanto, nocardiose (actinomicose exogena) 
generalizada, simulando mieloma, provocada por Nocardia 
brasiliensis, foi registrada nos EUA. Casos de nocardiose sis- 
temica tern sido registrados, produzidos pela Nocardia brasi¬ 
liensis e pela Nocardia otitidiscaviarum (caviae ). As especies 
do genero Nocardia da familia Nocardiaceae formam um 
grupo homogeneo entre as Corynebacteriaceae, uma subor- 
dem da ordem Actinomycetales. A defini^ao presente e geral- 



Figura 32.39 Agentede micetoma eumicotico, Pseudallescheria boydii 
(400 x). 


mente aceita de Nocardia e fundamentada principalmente na 
informa^ao filogenetica molecular, nomeadamente a partir de 
sequencias do gene 16S rRNA. Existem atualmente mais de 30 
especies de Nocardia de significado clinico, com a maioria dos 
isolados sendo N. nova complex, N. abscessus, N. transvalensis 
complex, N. farcinica, N. asteroides tipo VI (N. cyriacigeorgica ) 
e N. brasiliensis. Essas especies causam uma grande variedade 
de doen^as e tem padrao de sensibilidade variavel. A identi- 
fica^ao precisa muitas vezes exige o encaminhamento a um 
laboratorio de referenda capacitado a realizar analises mole- 
culares. A correta identificatpao e importante para reconhecer 
a relevancia clinica de uma especie e no manejo clinico e trata- 
mento de pacientes com a doen^a. 

Actinomicose de tipo endogeno 

A doen^a e causada por actinomicetos que vivem saprofi- 
ticamente em nosso organismo, mas que, sob determinadas 
condi<^oes, tornam-se patogenicos, ou seja, sao agentes opor- 
tunistas. Os actinomicetos que determinam tais lesoes sao 
anaerobios ou microaerofilos e vivem nas cavidades naturals 
do homem e de outros animais, principalmente na boca e nas 
amigdalas. 

Um dos agentes mais comuns de actinomicose endogena, 
A. israelii , e encontrado em amigdalas de pessoas aparente- 
mente sadias, caries dentarias e criptas tonsilares. 

Casos de actinomicose dos orgaos genitals femininos 
for am descritos e relacionados com dispositive s intrauterinos 
(DIU), os quais, lesando o endometrio, favorecem a coloniza- 
^ao secundaria por A. israelii. 

As lesoes actinomicdticas cervicofaciais, toracopulmonares 
e abdominais sao quase sempre determinadas por actinomice- 
tos anaerobios. As lesoes sao graves, tendendo a dissemina^ao. 
O agente etiologico e de cultivo dificil, exigindo anaerobiose 
estrita ou relativa para seu crescimento. 

Os conceitos de actinomicose exogena e endogena sao, em 
geral, aceitos na pratica medica. No entanto, foram descritos 
casos com lesoes actinomicdticas toracopulmonares tipicas de 
actinomicose endogena, produzida por actinomicetos aero- 
bios pos-ferimento com material de origem vegetal. 

► identifica^ao de actinomicetos. Isolar e caracterizar esses 
agentes e tarefa para especialistas. Para o isolamento de agen¬ 
tes de actinomicetomas deve-se realizar cultivos em meios 
aerobios e anaerobios, depois de previa observa^ao dos graos 
actinomicotico s. 

► Outras micoses 

- Blastomicose queloidiana (lacaziose) 

A blastomicose queloidiana e micose subcutanea causada 
pelo fungo Lacazia loboi. Este fungo nunca foi cultivado, e sua 
presen^a ja foi verificada no homem e em delfins. As lesdes em 
delfins e a localiza^ao no homem em areas expostas, sujeitas a 
trauma, sugerem que o agente se encontra em agua e vegeta- 
9 oes de area umidas ao redor de regioes lacustres. 

Esta e uma doen 9 a cronica, caracterizada pela presen^a de 
nodulos duros, localizados nos membros superiores e infe- 
riores, na area lombossacral, espaldar, no pavilhao auricular 
e nariz. As lesdes adquirem um aspecto pseudotumoral, reco- 
bertas com pele atrofica e aspecto de queloide, e em algumas 
ocasioes podem ser verrucosas e ulceradas. A evolu^ao cro- 
nica e as lesdes podem persistir por anos. Os mecanismos de 
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dissemina^ao agem por contiguidade, por via linfatica e autoi- 
nocula^ao. 

A doe 119 a e principalmente encontrada na America Latina; 
no Brasil, notadamente na Regiao Amazonica, ocorre em 
homens e mulheres, predominando em adultos, principal- 
mente em agricultores, mineiros, Pescadores e ca^adores. 
A doen^a ocorre em certas populates indigenas de Mato 
Grosso, no Brasil, e de Casanare, na Colombia. 

O diagnostico baseia-se no exame direto, ja que este orga- 
nismo nunca foi isolado, de material de biopsia ou de exsu- 
datos de lesoes ulceradas. Podem ser preparados com KOH, 
calcofluor ou em colora^oes de HE, PAS ou prata. 

Nos raspados, exsudatos e outros sao observados, em 
grande quantidade, blastoconidios ovais ou redondos de 7 a 
12 pm de diametro, de tamanho uniforme e de parede espessa. 
Grande numero de blastoconidios apresenta-se em cadeias 
unidas por pontes citoplasmaticas aparentes. A resposta e do 
tipo granulomatoso, nodular. Estudos de filogenia foram rea- 
lizados e mostram que L. loboi forma um taxon independente 
de Paracoccidioides brasiliensis. 

- Peniciliose (P. marneffei) 

O Penicillium marneffei, fungo filamentoso dimorfico, 
com hifas hialinas, e agente de uma hialo-hifomicose grave 
que acomete principalmente pacientes HIV-positivos. A 
forma disseminada da doen^a, descrita na Asia, e a 3 a causa 
mais frequente na Tailandia para a defini^ao de AIDS, apos 
tuberculose e criptococose. Entre 1987 e junho de 1992, foram 
notificados 86 casos desta micose associada a infec^ao pelo 
virus HIY. As manifesta^oes clinicas sao febre, perda de peso, 
lesoes de pele, anemia e hepatoesplenomegalia. As lesoes de 
pele, nodulos subcutaneos, sao em geral necroticas e similares 
as produzidas por Molluscum contagiosum. A importancia da 
doen^a esta nao somente na alta letalidade, mas no diagnos¬ 
tico histologico diferencial de histoplasmose. O exame direto 
corado dos tecidos cutaneo, sangue ou medula ossea permite 
visualizar formas leveduriformes com divisao binaria, por fis- 
sao da parede extracelular ou intracelular, semelhante a fase 
L de H. capsulatum. A cultura do material biologico em agar 
Sabouraud permite o crescimento de cultura filamentosa com 
tonalidade esverdeada e pigmento soluvel de cor avermelhada 
caracteristico. A cultura reverte para a fase L a temperatura 
de 37°C. 

Duas series de nucleotidios iniciadores podem ser utili- 
zadas em teste PCR nested-. RRF1-5'ATCTAAATCCCTTA 
ACGAGGAACA3' e RRH15' CCGTCAATTTCTTTAAGTT 
TCAGCCTT 3', ampliando uma sequencia de 631 pb do gene 
18S rRNA e Pml 5' ATGGGCCTTTCTTTCTGGG3' e Pm 2 
5 'GCGGGTCATCATAGAAACC3'. 

- Pneumocistose 

Esta doen^a, descrita apos a Segunda Grande Guerra, 
caracterizava-se como pneumonia intersticial, acometendo 
crian^as prematuras ou subnutridas. Na decada de 1970, o 
interesse pela doen^a ressurgiu quando foram relatados gru- 
pos de pacientes com pneumonia associada as imunodeficien- 
cias devidas a terapia antineoplasica ou imunossupressora 
utilizada na preven^ao de rejei^ao a transplantes de orgaos. 
Com o advento da AIDS, a doen^a assumiu niveis alarmantes 
de incidencia. A infec^ao e, atualmente, fator presuntivo de 
AIDS e e a causa principal de infec^ao oportunistica e morta- 
lidade na sindrome. A doen^a tern grande importancia, por- 


tanto, pela alta morbidade e tambem pela preocupa^ao quanto 
as medidas de controle devido ao aparecimento de aparente 
resistencia clinica aos tratamentos tradicionais (sulfameto- 
xazol-trimetoprima). As formas clinicas, em pacientes HIV- 
positivos, assumem carater diverse do que ocorre em outros 
grupos. A pneumonia e a forma mais frequente e pode se 
apresentar de forma aguda, com episodios de recorrencia da 
infec^ao. A infec^ao pode se disseminar para o espa^o pleu¬ 
ral e linfonodos adjacentes ao pulmao. A migra^ao do agente 
para orgaos vascularizados, pela corrente sanguinea, resulta 
em infec^ao renal, hepatoesplenica, gastrintestinal e genitu- 
rinaria. Manifesta^oes extrapulmonares raras podem ocorrer 
no cora^ao, nos olhos, ossos e ouvidos. 

No final do seculo 20, Pneumocystis carinii foi identifi- 
cado como um grupo heterogeneo de fungos microscopicos, 
constituido de varias entidades biologicas largamente difim- 
didas por meio dos ecossistemas estreitamente adaptados e 
coevoluindo paralelamente com as especies de mamiferos. Ate 
agora, cinco especies de Pneumocystis foram descritas, princi¬ 
palmente na base do conceito de especie filogenetica: P. carinii 
e Pneumocystis wakefieldiae em ratos, Rjirovecii em humanos, 
Pneumocystis murina em camundongos e Pneumocystis oryc- 
tolagi em coelhos. Curiosamente, Pneumocystis exibem uma 
adapta^ao bem-sucedida que Ihes permite viver e reproduzir 
nos pulmoes de mamiferos imunocomprometidos e saudaveis, 
que podem atuar como reservatorios da infec^ao. O papel de 
portadores saos na transmissao da doen 9 a hoje e reconhecido 
como um importante fator, e a doen 9 a tern emergido como um 
problema de saude publica. O agente da infec 9 ao, Pneumocystis 
jirovecii (formalmente conhecido como Pneumocystis carinii ), 
e um organismo eucarioto, unicelular, com tropismo para epi- 
telio do trato respiratorio de mamiferos. Ate a decada de 1980 
era classificado como protozoario e, atualmente, passou a ser 
considerado fungo apos estudos de ultraestrutura e genetica. 

As caracteristicas que levaram a sua inclusao no reino 
Fungi sao: 

■ Forma 9 ao de corpos intracisticos semelhante a ascoporo- 
genese de ascomicetos 

■ Ultraestrutura da parede da forma cistica similar a parede 
da celula fungica 

■ Crista lamelar na mitocondria, diferente da tubular, exis- 
tente em protozoarios 

■ Alta homologia da regiao 16S do rRNA com a de fungos 
ascomicetos 

■ Homologia do rRNA com a de zigomicetos primitivos 

■ Semelhan 9 a com a proteina EF-3, fator de alongamento 
descrito somente em fungos 

■ Presen 9 a de duas proteinas, timidilato-sintetase e di-hidro- 
folatase, ao contrario de uma so enzima bifuncional, como 
ocorre em protozoarios 

■ Homologia das sequencias genicas que codificam enzi- 
mas timidilato-sintetase, di-hidrofolato redutase, a e 
(3-tubulinas, alem de aminoacidos aromaticos com as exis- 
tentes em fungos. 

Por outro lado, o lipidio ergo sterol nao 6 encontrado na 
membrana de Pneumocystis jirovecii, como ocorre na celula 
fungica. Isso implica ineficacia de muitas substancias antifun- 
gicas que tern seu sitio de a 9 ao neste e em outros esterdis tam¬ 
bem ausentes em P carinii, que, por sua vez, produz colesterol 
abundantemente. 

O agente nao cresce em meios de cultura classicos, sendo 
cultivado somente em cultura de celulas. Desse modo, o 
conhecimento sobre morfologia, caracteristicas moleculares 
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e ciclo de vida de 1? jirovecii e limitado e esta sob constante 
alter ado ■ Sao propostos atualmente dois ciclos de vida, asse- 
xual e sexual, para o agente. Apesar de todas as amostras de 
Pneumocystis isoladas de roedores e mamiferos serem aparen- 
temente semelhantes quanto aos aspectos morfologicos, dife- 
rentes antigenos e cariotipos indicam diferen^as entre as cepas 
obtidas das duas origens. Roedores podem albergar duas ou 
mais variedades geneticas de Pneumocystis. Esses estudos sao 
valiosos para o desenvolvimento de terapias e testes imuno- 
logicos ou geneticos, que podem ser uteis para o controle da 
infec^ao. 

Nao e conhecido o reservatorio natural de P. jirovecii para 
a infec^ao humana. Estudos sorologicos sugerem que ele e 
onipresente no meio ambiente, com taxas de soroprevalencia 
semelhantes em varias regioes geograficas. A infec^ao endo- 
gena, por reativa^ao de foco infeccioso latente em individuos 
imunodeprimidos, e tambem uma hipotese aceita. 

Identifica0o 

A identifica^ao do agente depende exclusivamente de sua 
morfologia no tecido ou nos fluidos do hospedeiro. Pode ser 
visualizado em grande variedade de especimes do trato res- 
piratorio: escarro induzido, aspirado transtraqueal, lavado 
broncoalveolar, tecido obtido por biopsia transbronquica ou 
pulmonar, escovado bronquico, fluido pleural. Para crian^as, 
na impossibilidade de obten^ao de escarro, recomenda-se a 
coleta de secre^ao por aspirado traqueal ou broncoscopia ou 
mesmo tecido obtido por biopsia pulmonar. 

Em pacientes com AIDS, o diagnostico pela pesquisa direta 
do agente no escarro induzido tern sensibilidade de 80%. Em 
lavado ou aspirado bronquico, essa taxa e mais elevada. Em 
pacientes com doen^as subjacentes ou outros fatores que nao 
AIDS, P. jirovecii e raramente observado em escarro induzido, 
e para o diagnostico ha necessidade de material coletado por 
broncoscopia ou biopsia. As diferentes cargas parasitarias exis- 
tentes nos materials biologico s dos dois grupos de pacientes 
podem justificar essa conduta. A indu^ao do escarro deve ser 
realizada, preferencialmente, por tecnicos ou fisioterapeutas. 
E importante a previa assepsia da cavidade bucal do paciente, 
somente com escova^ao rigorosa com solu^ao salina a 0,85%. 
Pasta dentifricia pode interferir posteriormente na Colora¬ 
do do material biologico. A secredo mucoide e translucida, 
raramente purulenta, e obtida pela expectorado que se segue 
apos a nebulizado de solu^ao de cloreto de sodio a 3%. Pode 
ser usado o teste PCR nested com os iniciadores PAZ 102E e 
pAZ102H, que fornece um fragmento de 340 pb, e os pLEl 
(59-TCGGACTAGGATATAGCTGG-39) e pLE2 (59-CCCT- 
TTCGAC TATCTACC-39) para obter um produto final de 
193 pb. 

Exame direto 

O uso de terapia nao interfere no resultado do exame se o 
especime clinico for coletado em ate 3 dias apos seu inicio. O 
material biologico deve ser tratado (v/v) com solu^ao muco- 
litica, por exemplo N-acetilcisteina. Pode ser usada tambem 
soludo 0,0065 M de ditiotreitol, diluido conforme recomen- 
dado do fabricante. A digestao sera facilitada se o material 
for colocado em estufa com agita^ao a temperatura de 35°C 
ate liquefado semicompleta. A liquefa^ao total dispersa as 
celulas de P. carinii e dificulta a sua observado microscopica. 
O material e, entao, centrifugado a 1.300 g durante 15 min 
e do sedimento e realizado esfregaqo em lamina de micros- 
copia. Diversas colora^oes sao utilizadas para a pesquisa do 
agente. Corantes com afinidade a parede de fungo, como PAS, 



Figure 32.40 Aspectos micromorfologicos de Pneumocystis jirovessi, 
coloragao azul de toluidina, 1.000 x. 


Gomori, azul de ortotoluidina e calcofluor, prestam-se muito 
bem a visualizado de formas cisticas e permitem, tambem, a 
observado do espessamento duplo focal tipico da parede de P. 
carinii (double commas ). 

A Colorado de Giemsa e outras correlatas coram muito 
bem as celulas em estagio nao cistico ou trofico, conferindo 
cor purpura ao nucleo e tons azuis ao citoplasma. A parede 
aparece como um halo claro ao redor. O metodo de imunoflu- 
orescencia direta com anticorpos monoclonais e largamente 
utilizado, tanto para a verificaqao de formas cisticas quanto 
para troficas. 

As celulas das formas troficas de P. jirovecii podem ser 
pequenas, com 1,5 a 2 pm, ou grandes, com 3 a 5 pm. O nucleo 
do trofozoita mede 0,5 a 1 pm. A fase pre-cistica permite a 
visualizado de formas grandes (4 a 5 pm) que evoluem para 
cisto maduro (5 pm) contendo 8 ou mais corpos intracisticos 
esfericos, ovais ou fusiformes. Todas essas estruturas recebem 
nomes consagrados em micologia. Assim, a fase sexuada (ou 
cistica) na esporogenese produz esporocistos (pre-cistos) que 
resultam em orgaos de reprodudo (cistos) ou ascos com espo- 
ros (corpos intracisticos) (Figura 32.40). 
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► Introdugao 

A incidencia de doen^as alergicas tem aumentado consi- 
deravelmente nas ultimas decadas, atingindo cerca de 30% da 
populaqao mundial. Esse dado justifica o grande interesse que 
o publico em geral e a comunidade medica tem em relaqao ao 
diagnostico e tratamento dessas enfermidades. Alergia pode 
ser definida como uma rea^ao de hipersensibilidade causada 
por mecanismos imunologicos, mediada por anticorpos ou 
celulas. A maior parte das alergias por antigenos ambientais, 
alimentos e medicares clinicamente significantes sao causa- 
das por processos inflamatorios envolvendo a imunoglobulina 
E - IgE (alergias mediadas por IgE, hipersensibilidade tipo I). 
Entretanto, podem ser desencadeados por qualquer um dos 
mecanismos imunologicos descritos por Gel e Coombs em 
1963: hipersensibilidade tipo lea classica, mediada por anti¬ 
corpos do tipo IgE; hipersensibilidade tipo II, rea^ao citotoxica; 
hipersensibilidade tipo III, determinada por imunocomplexos; 
e hipersensibilidade tipo IV, rea^ao do tipo celular. 

O termo "alergia” foi primeiramente utilizado por Von 
Pirquet para descrever uma rea^ao estranha nao relacionada 
com os sintomas da doen<;a que alguns pacientes portado- 
res de difteria apresentavam ao receberem a antitoxina deri- 
vada de soro de cavalos. A IgE foi descrita por dois grupos 
independentes em 1967: o grupo do Ishizaka e de Bennich e 
Johansson. O primeiro relatou um antissoro que interferia com 
a atividade reagfnica, o qual denominaram de "yE-globulina, 
mas nao conseguiram purifica-lo. O segundo grupo, em 1965, 
havia descoberto uma nova classe de imunoglobulinas, a qual 
denominaram IgND e que tinha propriedades reaginicas. Em 
1968, os grupos se reuniram e concordaram que as duas protef- 
nas eram a mesma e denominaram-na IgE. A palavra alergia 
e muitas vezes utilizada erroneamente, confundindo pacientes 
e medicos, como por exemplo, em situates de intolerancia 
alimentar ou a medicamentos. 

O algoritmo de diagnostico para as doen^as alergicas tem 
inicio com historia clinica e exame fisico detalhados. Enquanto 
a causa dos sintomas alergicos pode ser obvia quando estes 
aparecem minutos apos a exposi^ao a um alergeno, frequen- 
temente mais de um alergeno pode ser suspeito pelas circuns- 
tancias. Ao se estabelecer uma associa^ao temporal entre his¬ 
toria medica, familiar e ambiental com a exposi^ao alergenica 
e sintomas alergicos, pode-se suspeitar ou confirmar a doen<ja 
alergica, dependendo da forqa e consistencia dos achados. 
Entretanto, na maioria das vezes, a confirma^ao do diagnos¬ 
tico dependera de testes in vivo ou in vitro para verificar o 
desencadeamento da rea^ao de hipersensibilidade espedfica 
pelo paciente, 

Existe um grande numero de metodos que podem ser utili- 
zados no diagnostico das rea^oes de hipersensibilidade. Dentre 
os testes in vivo mais utilizados temos os testes cutaneos de 
hipersensibilidade imediata ou tardia, de contato, do autos- 
soro e os de provocaqao. Dentre os testes in vitro destacam-se 
dosagem de IgE total e espedfica, dosagem de mediadores 
como histamina e ECP (do ingles eosinophil cationic protein), 
expressao de marcadores de ativa^ao celular por citomefria de 
fluxo, testes de linfoprolifera^ao com alergenos, immunoblot 
para detec^ao de novos alergenos. A escolha do tipo de teste 
e tambem dos alergenos a serem utilizados vai depender da 
historia e do quadro clinico do paciente. 

Em 1988, a Academia Americana de Alergia publicou, apos 
consenso entre especialistas, os “parametros praticos” para o 
diagnostico e tratamento da asma. Uma das principals con- 


clusoes deste workshop foi a necessidade de reavalia^ao perio¬ 
dica dos metodos diagnosticos em alergia devido a rapidez da 
transference de tecnologia para a pratica clinica. 

E importante ressaltar que os metodos de escolha para a 
aproxima^ao diagnostica de determinado paciente dependem 
da manifestaqao clinica e do tipo de rea^ao de hipersensibili¬ 
dade que pode ter causado aquela manifestaqao, nao havendo 
um algoritmo unico. 

► Diagnostico das alergias 

- Testes in vivo 

Testes cutaneos de leitura imediata \ Puntura (prick test) 

O teste cutaneo de leitura imediata e considerado o prin¬ 
cipal metodo para confirmar sensibiliza^ao alergica mediada 
por IgE. E um procedimento pouco invasivo e, quando reali- 
zado corretamente, permite boa reprodutibilidade. 

Testes cutaneos sao usados para confirmar a sensibiliza^ao 
clinica induzida por grande variedade de alergenos encontra- 
dos naturalmente no ambiente, como os aeroalergenos (acaros 
da poeira domiciliar, polens, alergenos de animais, fungos e 
baratas) e alimentos. 

Um pre-requisito importante para a realiza^ao de testes cuta¬ 
neos com resultados confiaveis e a disponibilidade de prepara- 
i^oes alergenicas estaveis e padronizadas. Potencia, estabilidade 
e concentra^ao conhecidas sao caracteristicas fundamentals 
para o extrato ser padronizado. A qualidade e a quantifica^ao 
dos alergenos presentes nos extratos e muito importante para a 
interpreta^ao e valoriza^ao dos testes alergicos. 

Selepo de alergenos para a pesquisa 

A sele^ao deve ser fundamentada pela avalia^ao do paciente, 
considerando quadro clinico e exposiqao aos alergenos de 
importancia regional. Os laboratorios disponibilizam extratos 
de alergenos para alimentos (p. ex., leite de vaca, clara e gema 
de ovo etc.), inalantes (p. ex., acaros domieiliares, barata etc.), 
insetos (p. ex., abelha, formiga etc.), entre outros. 

E importante ressaltar que a detecqao de IgE espedfica 
somente indica sensibiliza^ao. Para diagnostico do paciente 
alergico e necessario que a historia clinica e exame fisico sejam 
compativeis com o resultado do teste. 

Tecnica de aplicagao 

A tecnica de puntura e a mais usada pela boa reprodutibili¬ 
dade e facilidade de aplicaqao. E o teste preferido na avalia^ao 
inicial por ser realizado com mais rapidez, por permitir tes- 
tar varios alergenos simultaneamente, oferecer pouco risco de 
rea^ao sistemica e ter boa sensibilidade. 

Uma gota de cada antigeno e aplicada sobre a pele. Faz-se 
pressao com uma agulha ou lanceta atraves da gota sobre a 
pele. A leitura do resultado deve ser feita 15 a 20 min apos a 
aplica^ao do extrato do alergeno na pele. Devem ser registra- 
das a media (em mm) dos maiores e menores diametros da 
papula e do eritema. Alguns sugerem que sejam marcados a 
caneta os limites externos da rea^ao e entao se aplique uma 
fita adesiva, a qual sera registrada e pode ser conservada na 
ficha do paciente. 

As reaches consideradas clinicamente relevantes, e, portanto 
com resultado positivo, apresentam papula com 3 mm ou mais 
de diametro medio e 10 mm ou mais de eritema. A resposta 
positiva reflete a sensibiliza^ao do individuo ao alergeno. 
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O numero de alergenos testados dependera das caracteristicas 
do paciente, como idade, quadro clinico, exposiqao a alergenos 
regionais, entre outros. O teste de puntura e um procedimento 
seguro, embora reaches sistemicas tenham sido observadas. 

Para auxiliar na interpretaqao dos testes, os controles nega- 
tivo e positivo sao necessarios. O controle negative geralmente 
e o diluente utilizado na conservaqao do extrato, servindo para 
detectar dermografismo e reatividade inespecifica da pele. 

O controle positivo ajuda a detectar a supressao por medi- 
camentos e variances na tecnica. 

Alguns fatores podem influenciar o resultado do teste 
como idade (ha menor reatividade cutanea nos extremos de 
idade - crianqas e idosos) e uso previo de medicamentos. 
Anti-histamfnicos, corticosteroides topi cos e antidepressivos 
triciclicos diminuem ou inibem a reatividade do teste. 

Testes cutaneos de leitura imediata no diagnostic 
da alergia alimentar 

Os testes cutaneos de leitura imediata representam um 
metodo rapido para avaliar a sensibiliza^ao a alimentos especifi- 
cos. A tecnica escolhida e a puntura, visto que os testes intrader- 
micos com alimentos sao contraindicados pelo risco de rea^oes 
graves. Uma aiternativa e realizar o prick to prick com alimento 
fresco, indicado para frutas e vegetais, em razao da maior sensi- 
bilidade. O valor preditivo negativo e maior que 95%, portanto 
resultados negativos contribuem para afastar a possibilidade de 
alergia alimentar, enquanto testes positivos geralmente suge- 
rem alergia clinica (ate 50% de falso-positivos). 

Testes cutaneos de leitura imediata com medicamentos 

O diagnostico de alergia a medicamentos baseia-se na his¬ 
toria clinica detalhada, testes cutaneos de alergia e, eventual- 
mente, provas de provocaqao. Quando apenas a historia e o 
exame fisico nao sao suficientes para a determinaqao do far- 
maco envolvido, os testes estao indicados. £ importante salien- 
tar que existem controversias na literatura quanto a realizaqao 
de testes in vivo em pacientes que apresentaram reaqoes graves, 
como anafilaxia, sindrome de Stevens-Johnson e sindrome de 
Lyell. Cada caso deve ser analisado separadamente. 

Indicates clfnicas: 

■ Testes de puntura e intraderm icos: anafilaxia, bronco spasmo, 
conjuntivite nao infecciosa, rinite, urticaria e angioedema 

■ Testes de contato: dermatite de contato, eritema multiforme, 
erupqao exantematosa (rash), erupqao fixa por medica¬ 
ment o, reaqoes fotoalergicas, purpura/vasculite, sindrome 
de Stevens-Johnson, necrose epidermica toxica. 

Os testes cutaneos de leitura imediata avaliam, de modo 
indireto, a existencia de IgE especifica, sendo indicados para a 
investigaqao das reaqoes imediatas mediadas por IgE. O teste 
de puntura e o meio mais seguro e facil de testar uma reaqao 
imediata por medicamento, mas a sua sensibilidade e mode- 
rada. Os testes cutaneos podem ser indicados para avaliaqao 
de rea^oes imediatas provocadas pelas seguintes substancias: 
penicilinas, relaxantes musculares, insulina, protamina, hepa- 
rina, estreptoquinase e quimiopapaina. 

Os testes de leitura imediata para penicilinas sao padroniza- 
dos e estao disponiveis comercialmente na Europa. No Brasil, 
o Ministerio da Saude desenvolveu um protocolo para investi- 
gaqao de reaqoes imediatas a penicilina, o qual utiliza a penici- 
lina G potassica para a realizaqao dos testes cutaneos de leitura 
imediata com sensibilidade e especificidades satisfatorias. 

Os anestesicos locals sao, com frequencia, considerados 
responsaveis por reaches anafilaticas (Quadro 33.1). Porem, os 


Quadro 33.1 ■ Dois principals grupos de anestesicos locais e seus 
representantes. 

Grupo ester de addo benzoico 

Grupo amida 

Benzocaina 

Lidocaina 

Tetracaine 

| Bupivacafna 

Procama 

Mepivacaina 

2-doroprocaina 

Levobupivacama 

Cocaina 

Ropivacaina 

Propacaina 

Ed itocaina 

Prilocama 


Adaptado de Greenberger, 2002. 


maiores estudos realizados com pacientes que tinham historia 
sugestiva de rea^ao a anestesicos locals sugeriu in existencia de 
rea^oes mediadas por IgE na maioria das ocorrencias. Desse 
modo, nos casos suspeitos, a conduta e identificar o anestesico 
utilizado e substitui-lo por outro de um grupo diferente. Se 
o anestesico for do grupo ester (PABA), deve-se trocar pelo 
grupo amida. Se for do grupo amida, pode-se substituir pelo 
mesmo grupo. 

Testes cutaneos intradermicos 

Sao testes menos utilizados, no entanto tambem sao indi¬ 
cados para pesquisa de IgE especifica, sobretudo no diagnos¬ 
tico de alergia a veneno de insetos (formiga, abelha e vespa) 
e alguns medicamentos. Sao mais sensiveis, porem menos 
seguros. Tambem estao indicados para determina^ao da dose 
initial da imunoterapia especifica para insetos. 

O teste intradermico deve ser sempre precedido pelo teste 
de puntura, aplicado quando este e negativo em pacientes com 
historia compativel com alergia, permitindo a identifica^ao de 
um grande numero de pacientes alergicos com teste de pun¬ 
tura pouco sensivel. A sensibilidade a extratos alergenicos 
de baixa potencia tambem pode ser avaliada por meio desse 
metodo, que se utiliza de seringa com agulha hipodermica 
de 0,5 ou 1,0 mf, formando angulo de 45° com a pele, com 
bisel para baixo. Geralmente 6 realizado na porqao superior do 
bra^o ou na superficie volar do antebraqo. O volume injetado 
varia entre 0,01 e 0,05 mf, produzindo papula de 2 a 3 mm 
de diametro e, em virtude da profundidade e da introduqao 
de grandes quantidades do alergeno, existe a possibilidade de 
reaqao sistemica. 

A leitura e feita em cruzes: 

■ Eritema maior que o controle: + 

■ Eritema maior que 21 mm: ++ 

■ Eritema e edema: +++ 

• Eritema, edema e pseudopodes: ++++ 

A maior sensibilidade do teste intradermico se deve, em 
parte, a introduqao de maiores volumes do alergeno em rela- 
qao aos testes de puntura. A sensibilidade e a especificidade 
variam de acordo com o alergeno estudado, com a padroniza- 
qao, a dose e o criterio de positividade. 

Algumas variaveis podem interferir no resultado do teste 
como idade do individuo, area do corpo a ser aplicado o teste, 
pigmentaqao da pele, medicaqoes e qualidade do extrato. 

Testes cutaneos de leitura tardia 

Sao testes utilizados para pesquisa de respostas mediadas 
por celulas. 
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Teste de contato (patch test) 

O teste de contato visa reproduzir a lesao da alergia sus- 
peita por meio da aplicagao do alergeno na pele do indivlduo. 
Utilizado para auxiliar, principalmente, no diagnostico de der- 
matites de contato, mas pode ainda ser util em alguns casos de 
alergia alimentar e a medicamentos. 

A selegao de alergenos a ser testada e direcionada pela 
anamnese do paciente e exame fisico, e os antigenos estao dis- 
poniveis em baterias padronizadas. A interpretagao dos resub 
tados requer experiencia por parte do realizador do exame. 

Esse teste e feito geralmente no dorso, evitando-se a pele 
da regiao paraespinal, distando aproximadamente 2,5 cm da 
area da coluna vertebral. As fitas para o teste devem ser hipo- 
alergenicas e adesivas, nas quais se coloca o alergeno em papel 
de filtro com 1 cm 2 de area, aderidas a uma distancia de 1 cm 
entre cada substancia a ser testada. Existem fitas prontas no 
mercado, como o Finn Chamber®, oclusivo, contendo peque- 
nas camaras de aluminio de 8 mm de di&metro, e o true test. O 
paciente deve evitar umedecer o local do teste. A leitura e feita 
em 48 h, apos 20 min da retirada da fita, sendo a area deman 
cada com caneta. Uma nova leitura e feita em 72 h e em 96 h, 
pois cerca de 30% dos alergenos que sao negativos na leitura 
de 48 h tornam-se positives com 96 h. Por outro lado, algu- 
mas reaches que sao positivas em 48 h tornam-se negativas 
em 96 h, considerando-se, nestes casos, a dermatite de contato 
de causa irritativa. O patch positivo requer correlagao entre a 
exposigao a substancia e o surgimento de lesao. 

A leitura das rea^oes e feita com a seguinte representagao: 

■ Negativo: - 

■ Eritema: + 

■ Eritema e edema: ++ 

■ Eritema, edema e vesiculas: +++ 

■ Eritema, edema, vesiculas e ulceragoes: ++++ 

Para a realizagao do teste de contato, utiliza-se a bateria 
padrao, constituida por metais, topicos, corantes, resinas e 
borracha. Nos casos de cosmeticos, deve-se utiliza-los puros, 
mas nunca usar material na realizagao dos testes de contato 
do qual nao se conhega a composigao quimica. Sao utilizados 
cerca de 20 a 30 agentes, que identificam 50 a 70% das cau- 
sas de dermatite de contato alergica. As substancias devem ser 
guardadas em frascos escuros protegidos da luz - as liquidas 
devem ser trocadas a cada 6 meses e as solidas a cada 5 anos. 

Sao causas de resultados falso-negativos: tecnica inade- 
quada, baixa concentragao ou baixa quantidade de substancia 
a ser testada, uso de corticosteroides topico ou sistemico em 
doses altas. 

Causas de resultados falso-positivos: testes com substancias 
irritantes, reagao a fita adesiva, impurezas no material a ser tes- 
tado e o denominado angry-back , em que um teste fortemente 
irritante provoca reagao inespecifica nos testes ao redor. 

Os testes de contato podem apresentar complicagoes, como 
exacerbagao da dermatose, hipo ou hiperpigmentagao no local 
do teste, ulceragao e infeegao secundaria. 

O teste atopico de contato (atopy patch test ) e uma variagao 
do teste de contato. Alimentos podem ser testados em peque- 
nas camaras e removidos apos 48 h. Esse teste e especialmente 
indicado na avail agao dos quadras mistos ou nao mediados 
por IgE, mas ainda e necessaria melhor padronizagao. 

Testes cutaneos de hipersensibilidade tardia 

Os testes cutaneos de hipersensibilidade tardia sao utili¬ 
zados para avaliar a imunidade celular. A anergia comprova 


a deficiencia na imunidade celular e/ou a nao sensibilizagao 
previa. Para a avaliagao da imunidade tardia sao injetados, por 
via intradermica, na face volar do antebrago, antigenos como 
PPD, es tr ep to qui n a se - estrepto dor nas e (SK-SD), candidina, 
histoplasmina e tricofitina. Estes sao antigenos aos quais a 
maioria dos individuos ja se sensibilizou. 

Testes de provocagao 

Os testes de provocagao sao parte do arsenal disponivel 
para o diagnostico de alergia, sendo instrumentos fundamen¬ 
tals para identificar os processos mediados ou nao por IgE. 
Um aspecto importante a ser ressaltado e o extremo cuidado 
que se deve ter ao indicar um teste de provoca^ao, pois se trata 
de procedimento que pode envolver riscos de acordo com a 
sintomatologia apresentada pelo paciente. 

Provocagao com alimentos 

Consiste na administra^ao fracionada do alimento suspeito, 
em doses crescentes, sob supervisao medica. Sao considerados 
positivos quando reproduzem os sintomas relatados na anam¬ 
nese. A escolha do alimento para a realiza^ao do teste e deter- 
minada pela historia, pela pesquisa de IgE especifica in vivo ou 
in vitro , ou pela dieta de restri^ao (restri^ao do alimento e cor- 
rela^ao com a melhora clinica). Representam procedimentos 
de risco em razao da possibilidade de manifesta^oes clinicas 
graves. Portanto, devem ser sempre realizados por um medico 
treinado, dispondo de equipamentos e medica^ao para trata- 
mento de emergdneia. 

Podem ser realizados de tr£s maneiras: 

■ Provocagao aberta: o alimento e oferecido ao paciente sem 
necessidade de placebo 

■ Teste simples-cego: o alimento e oferecido ao paciente com 
uma fase de placebo. Nesse caso, apenas o paciente desco- 
nhece em que momento o alimento suspeito e oferecido 

■ Teste de provocagao duplo-cego placebo-controlado: o ali¬ 
mento e oferecido ao paciente com uma fase de placebo. 
O medico e o paciente desconhecem em que momento o 
alimento suspeito e oferecido. E o padrao de referencia para 
o diagnostico de alergia alimentar. 

Provocagao com medicamentos 

Quando os testes cutaneos nao sao conclusivos ou nao estao 
disponiveis, o diagnostico definitivo de uma rea^ao de hiper¬ 
sensibilidade pode ser fornecido pelo teste de provocagao. Este 
teste consiste em administrar a substancia suspeita ou uma 
relacionada com a que o paciente apresentou a reagao. Deve 
ser sempre realizado por um medico especialista e experiente, 
em um ambiente hospitalar preparado para atendimento de 
emergencia. A European Network for Drug Allergy {ENDA) 
indica os testes de provocagao para situagoes especificas, rela- 
cionadas a seguir 

■ Excluir a reagao de hipersensibilidade em pacientes com 
historia nao sugestiva de hipersensibilidade ao medica- 
mento e em pacientes com sintomas inespecificos, como 
sintomas vagais durante a aplicagao de anestesia local 

■ Fornecer substancias farmacologicas e/ou estruturalmente 
nao relacionadas e seguras em casos de hipersensibilidade 
comprovada 

■ Excluir a reatividade cruzada de substancias relacionadas 
em casos de hipersensibilidade comprovada 

■ Estabelecer o diagnostico em pacientes com historia suges¬ 
tiva de reagoes a medicamentos e testes negativos. 
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Broncoprovoca^ao 

Teste que visa avaliar a resposta especifica ao alergeno, 
especialmente no diagnostico diferencial de asma ocupacio- 
nal, a hiper-responsividade bronquica inespecifica (histamina, 
metacolina ou exercicio). O teste deve seguir protocolo padro- 
nizado para cada alergeno e ser realizado na presen^a de um 
medico. No caso de broncoprovoca^ao especifica, o paciente 
deve hear em observa^ao pelo periodo de 8 h, para que rea^oes 
tardias sejam registradas. 

Teste do autossoro 

O teste do autossoro pode ser utilizado na investiga^ao de 
urticaria cronica, quando a suspeita for de etiologia autoi- 
mune. E feito com o soro do proprio paciente. Quando posi- 
tivo, indica a existencia de auto anticorpos funcionais e res¬ 
posta caracterizada pelo aparecimento de prurido cutaneo, 
eritema e papula. Essa rea^ao e o resultado da desgranula^ao 
de mastocitos decorrente dos autoanticorpos da classe IgG 
antirreceptor para IgE ou a propria IgE. 

■ Testes in vitro 

Apesar de os testes in vivo serem muito utilizados, devido a 
obten^ao de resultado s rapidos e por serem menos dispendio- 
sos, apresentam algumas vantagens. Eles podem ser aplicados 
nos casos em que o paciente tenha um historico de anafilaxia, 
pois ele nao e exposto a nenhum risco de desenvolver uma 
rea^ao alergica durante a sua realiza^ao. Alem disso, os resul¬ 
tado s geralmente nao sao afetados pelas medicares de que o 
paciente esteja fazendo uso, como os anti-histaminicos e anti- 
depressivos. Os testes in vitro devem ser utilizados tambem 
nos pacientes que tenham doen^a cutanea generalizada ou 
estejam imunossuprimidos. 

Do ponto de vista do paciente, sao mais comodos, pois nao 
ha a necessidade de se agendar uma nova consulta para sua 
realiza^ao. Porem devem ser interpretados em associa^ao a 
historia clinica, nao podendo ser feito um diagnostico apenas 
com os resultados laboratoriais. 

Dosagem de IgE total 

O nivel de IgE no soro varia com a idade e tende a flutuar 
em consequencia de contato com antigenos. A maior parte da 
IgE produzida se fixa a receptores de alta afinidade, presentes 
na membrana celular de mastocitos e basofilos. No entanto, o 
nivel de IgE no soro esta relacionado com a IgE total produ¬ 
zida, refletindo a quantidade total de IgE disponivel em nivel 
celular. 

A dosagem de IgE serica total nao pode ser feita por imu- 
nodifusao radial como as outras classes de imunoglobulinas 
pela quantidade muito baixa existente no soro. O metodo de 
escolha e o ELISA ( enzyme-linked immunosorbent test). O 
resultado encontrado e convertido para unidades internacio- 
nais - (ou kUI/f) ou ng/mT (em que 1 Ul/mf - 2,44 

ng/mf). 

Individuos atopicos se caracterizam por desenvolver altos 
titulos de IgE. Desse modo, a simples determina^ao de IgE pode 
discriminar individuos atopicos de nao atopicos, entretanto, 
existe um alto grau de sobreposi^ao entre as duas populates. 
Niveis elevados sugerem doen 9 a alergica, mas nao informam 
qual patologia ou a que alergenos o paciente e sensibilizado. 

A aplica^ao clinica da dosagem de IgE serica total tern valor 
modesto. Observam-se altos niveis de IgE serica total na der- 
matite atopica, aspergilose broncopulmonar alergica (ABPA), 


parasitoses intestinais e condi^oes mais raras, como sindrome 
de hiper-IgE e de Wiskott-Aldrich, alem de algumas doen^as 
malignas. Sua dosagem seriada pode ser utilizada para avaliar 
resposta a terapeutica instituida. Os niveis de IgE total tam¬ 
bem sao necessaries para a indica^ao ou nao da terapeutica 
com o anticorpo monoclonal omalizumabe e determina^ao da 
dose inicial desse medicamento. 

Dosagem delgE especifica 

A maioria dos pacientes que apresenta sintomas apos a 
exposi^ao a um determinado alergeno tern IgE especifica para 
aquele alergeno demonstravel, fazendo com que essa determi- 
na^ao seja um instrumento importante para o diagnostico das 
doen^as alergicas. A dosagem serica de IgE especifica tern boa 
sensibilidade, correspondendo, em media, a 70 a 75% com o 
teste de puntura ou provoca^ao. A interpreta^ao dos resulta¬ 
dos deve ser feita frente a historia clinica do paciente e exame 
fisico, e, em alguns casos, sintomas apresentados a exposi^ao 
natural ao alergeno. 

A dosagem de IgE especifica in vitro surgiu no final dos anos 
1960, e a detec^ao era feita por meio de radioimunoensaio, com 
detec^ao de anti-IgE ou alergeno imobilizado em fase solida, 
Ainda hoje os imunoensaios sao utilizados, mas com diferen- 
tes metodos de detec^ao dos complexos antigeno-anticorpo 
(enzima, fluorescencia ou luminescencia). Os imunoensaios 
de primeira gera^ao eram apenas qualitativos (RAST, MAST, 
EAST), os de segunda (AutoCAP, Alastat, HYTech, Matrix, 
MagicLite) semiquantitativos e, atualmente, temos os cha- 
mados de terceira gera^ao, cujos representantes mais ampla- 
mente utilizados sao ImmunoCAP System® (Thermo Fisher 
Scientific - antiga Pharmacia, Uppsula, Suecia) e o Immulite 
2000* (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA). 

Esses novos metodos sao mais rapidos, com melhor preci- 
sao, acuracia e sensibilidade analitica. O principio da tecnica 
se baseia no acoplamento covalente do alergeno de interesse a 
uma superficie fixa que reage com a IgE especifica da amostra 
de soro. Posteriormente sao adicionados anticorpos anti-IgE 
conjugados a uma enzima e o substrato. A rea^ao e interrom- 
pida para aferi^ao da fluorescencia. E importante salientar que 
as metodologias nao sao iguais e que os ensaios podem detec- 
tar diferentes populates de anticorpos IgE especificos, por- 
tanto, a interpreta^ao dos resultados nao e necessariamente a 
mesma. 

A utiliza^ao dessas novas metodologias permitiu mensu- 
ra^oes quantitativas e reprodutiveis de IgE especifica no soro 
do paciente, o que tern permitido aos pesquisadores avaliar a 
rela^ao entre os niveis de IgE alergeno-especificos e a proba- 
bilidade do desencadeamento de uma rea^ao alergica clinica- 
mente relevante para o paciente apos a exposi^ao alergenica. 
Essas correla^oes tern sido feitas principalmente em alergia 
alimentar, comparando-se ao padrao-ouro de diagnostico, que 
e a provoca^ao oral duplo-cego placebo-controlada. 

A potencia e a estabilidade entre os extratos alergenicos 
disponiveis comercialmente dependem da alergenicidade 
intrinseca do alergeno, sendo mais alta nos polens, alimentos 
anafilatogenicos estaveis, acaros domiciliares, alguns alerge¬ 
nos epidermicos e fimgos do que em venenos, medicamentos 
e substancias quimicas. 

Os resultados sao expressos em unidades internaeionais 
(kUI/f, em que 1 kUI = 2,44 pg/f de IgE serica), e quanto 
maior o valor, maior e a quantidade de IgE especifica na amos¬ 
tra. Esses resultados sao comparados com valores predetermi- 
nados, em que sao classihcados de 0 a 6 (Quadro 33.2). 
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Quadra 33.2 ■ Classifica;ao de acordo com a concentra^ao do IgE 
especffica dosada pelo metodo ImmunoCap-Phadia®. 


Classes 

IgE 

Concentrate 

{mn) 

Resultado 

lnterpreta;ao 

0 

<0,35 

Indetectave! 

Negativo 

1 

0,35 a 0,7 

Fraco 

Correlate duvidosa* 

2 

0,7 a 3,5 

Moderado 

Correlate menos duvidosa 

3 

3,5 a 17,5 

Forte 

Positivo 

4 

17,5 a 50 

Muito forte 

Positivo 

5 

50 a 100 

Muito forte 

Positivo 

6 

>100 

Muito forte 

Positivo 


^Pesquisar outros afergenos quando a historia for multo sugestiva de alergia. Fonte: Thermo Fisher Scientific. 


Por nao necessitar de grande quantidade de material biolo- 
gico para a realizapao do ensaio e podendo ser repetlda quando 
necessario, alem da sua aplica^ao para a pesquisa de diferentes 
alergenos (acaros, alimentos, fungos, insetos, epitelios de ani- 
mais etc.)> essa metodologia e muito utilizada atualmente. 
Yantagens da determina^ao serica da IgE especffica: 

■ Ao contrario do teste de puntura, nao determina riscos de 
desencadear rea^ao alergica no paciente, especialmente 
quando ele tem historia de anafilaxia ou rea^ao grave k 
exposi^ao alergenica 

■ Nao sofre influencia das medicaides que estejam sendo uti- 
lizadas pelo paciente (anti-histaminicos, antidepressivos, 
por exemplo) 

■ Nao depende da integridade da pele nem e infiuenciada 
pela doen^a cutanea. Testes cutaneos em crian^as menores 
que 2 anos de idade podem nao refletir sua sensibilidade 
alergica. E melhor nos pacientes que apresentam dermatite 
atopica disseminada ou dermografismo. 

Teste de inibigao da IgE especffica 

Pode ser utilizado para determinar a especificidade da 
liga^ao com IgE. In Cuba-se uma pequena quantidade do aler- 
geno ao soro do paciente e observa-se a inibipao da liga^ao 
da IgE especffica, a qual reconhece a proteina alergenica. 
Teoricamente, algumas prepara^oes de alergenos podem ter 
substancias como lectinas que podem determinar liga^ao nao 
especifica de IgE. 

Este metodo pode ser usado tambem no diagnostico de 
reatividade cruzada entre diferentes fontes de alergenos, esco- 
lhidos de acordo com a suspeita clinica com base na anamnese 
do paciente. Para tanto, o soro do paciente e pre-incubado 
com o alergeno previamente diagnosticado e e feito o ensaio 
com o alergeno suspeito de apresentar reatividade cruzada. Se 
a quantidade de anticorpos ligados com o alergeno apos a pre- 
incuba^ao com outro alergeno diminuir, ou for suprimida, 
indicara um grau de reatividade cruzada. 

Dosagem de IgG especffica 

IgG especifica no soro indica extensa exposi^ao ao alergeno 
especifico. 

As tecnicas para detec^ao de IgG especifica sao as mes- 
mas utilizadas para a dosagem de IgE especffica, porem sao 
adicionados anticorpos monoclonais anti-IgG ou especifi- 
cos para uma das subclasses de IgG (IgGl, IgG2, IgG3 ou 


IgG4) para a quantifica^ao de anticorpos especificos. A IgG 
alergeno-especifica pode ser detectada mais facilmente que 
a IgE especifica, pois geralmente esta presente em concen¬ 
trates mais elevadas. As dosagens sao feitas em unidades 
arbitrarias. 

Embora alguns autores acreditem que as dosagens de IgG 
e especialmente de IgG4 especfficas possam ser uteis no diag¬ 
nostico de alergia alimentar, elas nao tem relevancia clinica,j a 
que a existencia desses anticorpos nao se correlaciona com a 
presen^a de manifesta^oes clinicas. Alem de nao haver dados 
convincentes sobre a capacidade de IgG4 humana liberar his- 
tamina, nao ha estudos controlados sobre o valor diagnostico 
da IgG4 especffica na alergia alimentar. Aparentemente, a 
presen^a de IgG4 especifica para alimentos indica que o orga- 
nismo tem sido exposto repetidamente a componentes do ali- 
mento, os quais sao reconhecidos como proteinas estranhas 
pelo sistema imune, nao devendo indicar hipersensibilidade, 
mas tolerancia imunologica. 

Outra aplica^ao da dosagem de IgG especffica que tem sido 
estudada, especialmente da IgG4 especffica, e no acompanha- 
mento da imunoterapia alergeno-especffica, principalmente 
para veneno de insetos. Entretanto, sao necessarias a confir- 
ma<^ao e a validate dos valores preditivos de IgG4 para efica- 
cia terapeutica da imunoterapia. 

Microarranjo de alergenos 

A tecnologia de microarranjos ( microarray ) permite a pes¬ 
quisa de IgE especffica para diversos componentes alergenicos 
(ou peptidios) de uma so vez e com minima quantidade de 
soro em vez da pesquisa de alguns alergenos totais separada- 
mente. O biochip atualmente disponivel comercialmente e o 
ImmunoCAP ISAC & (Immuno Solid-phase Allergy Chip) da 
Thermo Fisher Scientific. Para a confec^ao desse biochip sao 
utiizados apenas alergenos purificados recombinantes ou 
naturais. Contem 103 alergenos, sendo 47 alergenos alimen- 
tares. Essa tecnologia tem se mostrado util no diagnostico da 
sensibiliza^ao a multiplos alergenos, em especial na avalia^ao 
de reatividade cruzada entre alergenos. 

A tecnologia de microarranjos permite a avalia^ao do 
repertorio de celulas B para um determinado conjunto de 
alergenos. Microarranjos de peptidios e proteinas podem ser 
particularmente uteis na melhor compreensao associada as 
mudanpas do repertorio de anticorpos na tolerancia natural 
ou induzida por imunoterapia. Os microarranjos poderao ter 
ainda algumas centenas de proteinas alergenicas imobiliza- 
das, levantando uma questao sobre como isso influenciara o 
diagnostico das doen^as alergicas. Certamente, o uso regular 
desses microarranjos contribuira para a melhor compreensao 
da causa e desenvolvimento de tais doen^as, permitindo a per- 
sonaliza^ao do tratamento de cada paciente. 

Linfoprolifera0o 

Para o diagnostico das reaches por hipersensibilidade 
tipo IV (celular) pode-se utilizar os ensaios de linfoprolife- 
ra^ao (cultura de linfocitos), estimulando-se as celulas com 
mitogenos e/ou antigenos (alergenos). A ativa^ao das celulas 
T esta associada a sua proliferate e secre^ao de citocinas. 
Prolifera^ao linfocitaria tem sido relatada com frequencia 
variavel em associa^ao com exposi^ao a substancias e rea^oes 
de hipersensibilidade. O valor dessa rea^ao como metodo 
diagnostico e muitas vezes prejudicado pela falta de um anti- 
geno completo relevante, isto e, “haptenizado”, com o qual 
poderiamos realizar o teste; entretanto, quando positivo, ele 
provavelmente reflete o que ocorre in vivo. 
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Essa metodologia, ate o momento, tem pouca aplicabi- 
lidade clinica, sendo utilizada principalmente em pesqui- 
sas. 

Dosagem de triptase 

A triptase e produzida por mastocitos e basofilos, entre- 
tanto a expressao em mastocitos e aproximadamente 500x 
maior que em basofilos. Quando os mastocitos sao ativados, a 
triptase e um dos mediadores liberados juntamente com hista- 
mina, prostaglandinas e leucotrienos e, por isso, e considerada 
um bom marcador de ativa^ao de mastocitos. Varias formas 
de triptase foram descritas, mas as de relevancia clinica sao 
a betatriptase (maior) e a alfatriptase (menor). A betatriptase 
e liberada durante a ativa^ao de mastocitos por alergenos, 
enquanto a alfatriptase geralmente esta elevada nos pacientes 
portadores de mastocitose sistemica. 

A triptase deve ser dosada de 30 min a 4 h apos o inicio da 
rea^ao alergica (especialmente na anafilaxia acompanhada de 
hipotensao), pois apresenta declinio rapido. A triptase pode 
tambem ser detectada em 15 a 30 min apos provoca^ao aler- 
genica, com declinio em 2 h. Pode ser encontrada tambem no 
lavado broncoalveolar, fluido nasal e lagrimas, mas a dosagem 
nesses fluidos ainda nao tem utilidade clinica. 

Os niveis sericos normals de triptase variam de 1 a 15 ng/ 
mf. Apos uma anafilaxia, os niveis de triptase podem estar 
marginalmente elevados ate niveis acima de 100 ng/mi. Esse 
teste e util para diagnostico de rea^oes de anafilaxia e masto¬ 
citose sistemica. 

Teste de liberatfo de histamina 

Assim como a triptase, a histamina e um mediador qui- 
mico Jiberado na resposta inflamatoria, principalmente por 
basofilos. Essa liberaqao ocorre apos o alergeno estabelecer 
uma ponte entre as moleculas de IgE, que estao ligadas ao seu 
receptor especifico na superficie celular. 

A libera^ao de histamina dos basofilos e um valioso instru- 
mento de pesquisa in vitro da alergia. Na maioria dos estudos, 
acrescenta-se alergeno ou antigeno aos leucocitos do sangue 
periferico, com a dosagem direta da histamina no sobrena- 
dante. Em individuos alergicos a polens, observa-se boa cor- 
relaqao clinica entre a gravidade dos sintomas e a quantidade 
de histamina liberada in vitro. 

O criterio para considerar uma amostra positiva varia de 
1 a 20% do total de histamina liberada, porem esses valores 
podem diferir para alguns alergenos, dependendo de suas 
concentrates. 

Pode ser utilizado tambem como medida da especificidade 
do alergeno, podendo ser comparado aos testes de inibi^ao. 
Esse metodo ainda tem pouca aplica^ao clinica. 

Teste de ativatfo de basofilos 

A base de diagnostico de alergia pela citometria de fluxo e 
a quantifica^ao de altera<;6es na expressao de marcadores na 
superficie dos basofilos. Essas celulas, quando encontram o 
alergeno especifico, reconhecido pela IgE, nao so segregam e 
geram mediadores quantificaveis, como aumentam a expres¬ 
sao de diferentes marcadores de superficie (p. ex., CD63, 
CD69 e CD203c). Destes, os mais utilizados sao o CD63 e 
o CD203c. 

Ambas as moleculas sao encontradas em pequena quanti¬ 
dade na superficie celular dos basofilos, pois estao ligadas a 
membrana dos granulos intracitoplasmaticos. Porem, apos 
ativa^ao, com a fusao dos granulos com a membrana celular, 
essas moleculas sao translocadas para a superficie. Apesar de 


o CD203c ser expresso exclusivamente em basofilos, p reconi- 
za-se a utiliza^ao do CD63, por ser menos expresso na super¬ 
ficie celular durante o repouso. 

As celulas sao incubadas com o alergeno de interesse, em 
concentra^ao predefinida, um controle positivo (FMLP) e 
negativo. Apos a incuba<;ao, sao feitas lavagens e as celulas sao 
marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD45, anti-IgE e 
anti-CD63 marcados com fluorocromos para posterior identi- 
fica^ao em citometro de fluxo. 

O teste de ativa^ao de basofilos e um teste in vitro, simples 
e rapido, e tem sido sugerido como metodo util no diagnos¬ 
tic© de alergia alimentar, polen, acaros, medicamentos, latex 
e tambem a himenopteros. O soro de pacientes portadores de 
urticaria cronica idiopatica tambem apresenta autoanticorpos 
ativadores de basofilos. 

Dosagem deECP 

Os granulos dos eosinofilos contem diversas proteinas, que, 
apos ativa^ao celular, sao secretadas para o meio extracelular. 
A ECP (proteina cationica eosinofilica) foi descrita como 
molecula efetora que indica o final da desgranula^ao dos eosi¬ 
nofilos. Esta proteina e altamente citotoxica, podendo levar a 
inflama^ao cronica. Sua libera^ao parece estar associada a ati- 
va^ao dos eosinofilos por meio da liga^ao de anticorpos IgG 
ao seu receptor especifico. Niveis elevados de ECP indicam 
doen^a alergica inflamatoria. ECP pode ser detectada no soro, 
escarro e secre^oes nasais nos individuos que apresentam fase 
tardia da rea^ao alergica (6 a 24 h apos exposi^ao). 

A dosagem de ECP pode ser feita incubando-se o soro do 
paciente com o alergeno a ser pesquisado em uma superficie 
fixa contendo anticorpos monoclonais anti-ECP. Apos incu- 
ba^ao, a rea^ao e interrompida para aferi^ao da fluorescencia. 
Valores acima de 15 mg/f devem ser considerados elevados. 
Pode tambem ser dosada utilizando-se um kit comercializado 
pela Thermo Fisher Scientifc (ImmunoCAP-ECP*). 

A mensura^ao dos niveis sericos de ECP pode ser utilizada 
para diagnostico e monitoramento de asma, dermatite atopica 
e verificar pacientes que nao estejam aderindo ao tratamento, 
mas com limitada utilidade clinica. 

Immunoblot 

A tecnica combina a seletividade da eletroforese em gel com 
a especificidade da intera^ao antigeno-anticorpo. Utilizada 
para detectar e caracterizar proteinas, pode ser aplicada para 
os mais diferentes fins, como a identifica^ao de proteinas soro- 
especificas no diagnostico de doen^as e reaches alergicas. 

As proteinas, separadas por tamanho, sao transferidas 
do gel para um suporte estavel como papel ou nitrocelulose. 
Para a detec<;ao do anticorpo de interesse, incuba-se a mem¬ 
brana contendo os antigeno s com a amostra a ser estudada e, 
apos lavagem, um anticorpo anti-IgE humano marc ado com 
enzima ou radioisotopo e adicionado. 

Os experimentos de immunoblot sao importantes, pois 
permitem obter informa^ao mais detalhada do que a pura 
detec^ao de anticorpos especificos. Alem da confirma^ao da 
existencia de bandas alergenicas especificas, pode ser utilizado 
nos estudos de reatividade cruzada e no monitoramento da 
imunoterapia. 

Analises de immunoblot para reatividade a IgE especificas 
contra extratos de alergenos, utilizando-se anti-IgE humanos 
marcados apos eletroforese do alergeno em questao, permiti- 
ram a identifica^ao e a discrimina^ao de moleculas alergenicas 
a partir de uma unica fonte, alem da detect;ao de padroes indi¬ 
viduals de sensibihza^ao a moleculas alergenicas especificas 
em fontes diferentes com reatividade cruzada. 
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Quadra 33.3 • Testes in vitro para diagnostic*) de reaves alergicas. 


Metodologias 

Caracteristica 

Vantagens 

Desvantagens 

Dosagem de IgE total 

Quantitative 

Automatizado 

Demonstra sensibilizagjo 

Associate a parasitoses 

Dosagem de IgE espedfica 

Quantitativo 

Automate 

Baixa sensibilidade para alguns alergenos 


Qualitativo 

Armazenamento do soro 

Pouco material biologico 

Diagnostico de diferentes alergenos 


Dosagem de IgG espedfica 

Quantitativo 

Qualitativo 

Automatizado 


Li nfopro 1 iferaga o 

Quantitativo 

Qualitativo 

Diagnostico de hipersensibiiidade tipo IV 

Demorado 

Triptase 

Quantitativo 

Automatizado 

Diagnostico de rea0esanafilaticas 

Monitoramento da asma 

Associa^ao a outros testes 

Libera^ao dehistamina 

Quantitativo 

Demonstra sensibilizagio 

Demorado 


Qualitativo 

Diagnostico de diferentes alergenos 

Processamento em 24 h 

Falso-negativos 

Ativa^ao de basofilos 

Quantitativo 

Qualitativo 

Simples 

Rapido 

Pesquisa de diferentes alergenos 

Processamento em 24 h 

ECP 

Quantitativo 

Automatizado 

Monitoramento do tratamento 

— 

Immunoblot 

Qualitativo 

Identificagao de novos alergenos 

Monitoramento do tratamento 

Demorado 

Caro 


Em muitos casos, a sensibiliza^ao geral a proteinas imuno- 
dominantes bem como a sensibiliza^ao individual a alergenos 
menores podem ser observadas utiiizando-se o immunoblot. 
AJem disso, o padrao de reatividade a IgE especifico pode ser dife- 
renciado entre pacientes com alergias a um mesmo extrato total. 

Entretanto, a detec^ao de IgE especifico pelo immunoblot 
nao apresenta relevancia clinica, porque um unico epitopo de 
IgE e suficiente para causar reatividade in vitro , nao provo- 
cando necessariamente uma manifestaqao clinica. 

O Quadro 33.3 resume os testes in vitro para diagnostico de 
rea^oes alergicas. 

■ Testes diagnosticos sem evidencia de validade 

Segundo a ultima publica^ao (2008) dos Parametros Praticos 
de Testes Diagnosticos em Alergia da Academia Americana de 
Alergia, Asma e Imunologia (AAAAI) e Colegio Americano de 
Alergia, Asmae Imunologia (ACAAI), os procedimentos que nao 
apresentam evidencias no diagnostico de alergia sao: testes citoto- 
xicos, provoca^ao-neutraliza^ao, teste eletrodermico, cinesiologia 
aplicada, iridologia, analise do cabelo e dosagem de anticorpos 
IgG, IgG4 e rela^ao IgG/IgG4 especificas para alimentos. 

- Algoritmos do diagnostico de doen^as alergicas 

Os algoritmos de doen^as alergicas sao apresentados nas 
Figuras 33.1, 33.2 e 33.3. 


Hipersensibiiidade 


Hipersensibilidade alergica Hipersensibiiidade 

Mecantsmo imunologico nao alergica 

definido ou fortemente Mecantsmo imunologico 

suspeito excluido 


Nao me 

diado por IgE 


Mediado 

por IgE 


Doenga celiaca, 
gastrenterite 
eosinofilica, pneumonite 
de hipersensibiiidade 

Atopico Nao atopico 

(dermatite atopica, (picada de insetos, 

aiergia alimentar, helmintos, 

rinoconjuntivite, asma) substancias, outros) 


Figura 33.1 Algoritmo do diagnostico de doengas alergicas. Reagoes 
de hipersensibiiidade. Adaptada de Johansson, 2004. 
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Identificagao do 
alimento suspeito 
(historia ou 
diario atimentar) 


Pesquisa de IgE especifica 



Figura 33.2 Algoritmo do diagnostic de alergia alimentar mediada 
por IgE. Adaptada de Yang eta/., 2009. 


Reagao adversa a farmaco possivel? 

• Historia clinica: sintomas, medicamentos em uso, 
relagao temporal, fatores concomitantes 

• Exame ffsico 

• Exames laboratoriais 




t T 


Sugestivo de reagao 

Investigar outro 

de hipersensibilidade? 

fator etiologico 


Conduta: 

• Suspender o medicamento suspeito 
ou o fator desencadeante 

• Investigagao do envoivimento sistemico 

• Internagao hospitalar 

• Iniciar terapia topica e/ou sistemica 

• Conduzir investigagao mais detalhada 

• Orientagao e documentagao do quadro 
ao paciente e ao familiar 

• Notlficagao ao sistema de farmacovigilancia 


Figura 33.3 Abordagem inicial das reagoes adversas a farmacos. Cor- 
tesia da Dra. LKTanno. 
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► Introdugao 

Autoanticorpos podem ser definidos como imunoglo- 
bulinas que reconhecem antigenos do proprio organismo. 
A primeira descri^ao conhecida de um autoanticorpo data 
de 1948, por Hargraves, que relatou o fenomeno da celula 
LE ao associar o achado ao diagnostics do lupus eritematoso 
sistemico (LES). Embora classicamente a literatura medica 
associe a presen^a de autoanticorpos a ocorrencia de enfer- 
midades e sindromes clinicas de natureza autoimune, com 
frequencia a simples demonstra^ao do autoanticorpo nao 
e suficiente para causar doen^a; em outras palavras, nem 
todos os autoanticorpos detectaveis por meios laboratoriais 
e associados estatisticamente a doen^as autoimunes desem- 
penham um papel patologico claro nessas mesmas doen^as. 
Neste contexto, fenomenos autoimunes, antes de estarem 
associados a eventos patologico s, podem representar apenas 
uma resposta fisiologica normal, ja que individuos saudaveis 
podem exibir reatividade de uma parte significativa de suas 
imunoglobulinas contra constituintes proprios. Esses anti- 
corpos autorreativos fisiologicos sao frequentemente deno- 
minados "autoanticorpos naturais”, e sao, geralmente, de 
classe IgM, com baixa afinidade por seus antigenos (avidez 
baixa) e baixos titulos. 

Por outro lado, autoanticorpos patologicos sao considera- 
dos, na maior parte das situates clinicas, a pedra angular do 
diagnostico das doen^as reumaticas autoimunes. Essa impor¬ 
tance faz com que laboratories clinicos de referenda preci- 
sem dominar diversos metodos laboratoriais que permitam 
a caracteriza^ao rotineira de autoanticorpos, auxiliando o 
clinico na ardua tarefa de diagnosticar sindromes e doen^as 
autoimunes com precisao. Diferentemente dos autoanticorpos 
naturais, os autoanticorpos patologicos costumam ocorrer em 
titulos altos, sao predominantemente da classe IgG, exibem 
especificidade restrita e alta afinidade por seus antigenos espe- 
cificos (avidez alta) (Quadra 34.1). 

Ha uma lista ampla de autoanticorpos associados a doen- 
^as autoimunes sistemicas. No Quadra 34.2 sao relacionados 
alguns deles. 1 

Essas associates sao, em geral, estabelecidas estatistica¬ 
mente; a clara liga^ao fisiopatologica entre um autoanticorpo, 
seu antigeno - alvo e uma manifesta^ao clinica especifica ainda 
e exce^ao no campo do conhecimento em doen^as autoimu¬ 
nes, embora muitos progressos tenham se estabelecido em 
anos recentes. Exce^oes importantes e conhecidas sao, por 
exemplo, a demonstra^ao do papel patogenico dos anticor- 
pos antidsDNA (anti-DNA de fita dupla) e antinucleossomo 
(anticromatina) na lesao glomerular do lupus eritematoso 
sistbmico (LES) e a associa^ao de anticorpos anti-SS-A/Ro 
com bloqueio cardiaco congenita (lupus eritematoso neona¬ 
tal - LEN). 


Quadra 34.1 ■ Principals diferengas entre autoanticorpos naturais 
e patologicos. 



Autoanticorpos naturais 
(fisiologicos) 

Autoanticorpos 

patologicos 

Classe 

Predominantemente IgM 

Predominantemente IgG 

Avidez 

Baixa 

|j Alta 

Titulo 

Geralmente baixo 

Geralmente alto 

Especificidade 

Baixa 

Alta 


Quadra 342 • Alguns dos principals autoanticorpos de relevanda 
clinica e sua prevalence. 


Autoanticorpo 

Associa^ao clinica 

Prevalence media 

AntidsDNA 

LES, nefrite 

60 a 90% 

Anti-Sm 

LES 

30 a 35% 

Antinucleossomo 

(anticromatina) 

LES, nefrite 

60 a 90% 

Anti-UI-RNP 

LES, DMTC 

LES: 40% 

DMTC: 100% 

Anti-SS-A/Ro 

SS, LES 

SS: 70% 

LES: 40% 

Anti-SS-B/la 

SS, LES 

SS: 40% 

LES: 15% 

Anti-Scl-70 

Esclerose sistemica 
(forma difusa) 

40% 

Anticentromero 

Esclerose sistemica 
(forma limitada) 

80% 

Anti-Jo-1 

Dermatomiosite/polimiosite 

30% 

Fator reumatoide 

Artrite reumatoide 

70% 

Anticitrulina 

Artrite reumatoide 

70% 

C-ANCA (antiproteinase 3) 

Granulomatosede Wegener 

99% (em atividade) 


LES = ELSpus entematoso sistlmko; DMTC = rfoenfa mista dotecido conjuritivo; SS = sindrome de Sjogren; ANCA - 
anticorpos anticitopEasmas de neutr&ftfos. 


► Metodos de deteqao 

Ha diversos metodos de detec^ao de autoanticorpos em 
uso atualmente em laboratorios clinicos e de pesquisa. Essa 
diversidade metodologica torna dificil a compara^ao de resul- 
tados oriundos de diferentes laboratorios. Metodos diferentes 
costumam ter desempenhos diferentes, tais como diferentes 
especificidade e sensibilidade. As metodologias mais difun- 
didas atualmente em laboratorios clinicos sao imunofluores- 
cencia indireta (IFI), hemaglutina^ao (HA), ensaios imuno- 
enzimaticos (ELISA), immunoblots (IB) e metodos cineticos 
(nefelometria e turbidimetria). 

- Imunofluorescencia indireta 

Um dos mais antigos metodos para a detec^ao de autoan¬ 
ticorpos permanece ainda hoje como dos mais importantes; 
6 o metodo de escolha para a pesquisa de anticorpos antinu- 
cleares (FAN, ANA), utilizando celulas HEp-2 como subs- 
trato, em substitui^ao aos antigos substratos de tecido animal 
(imprint). A celula HEp-2 e uma linhagem celular derivada de 
um carcinoma laringeo humano, e a sua padroniza^ao como 
substrata para a pesquisa do FAN teve impacto consideravel 
no aumento da sensibilidade do exame para as diversas doen- 
^as autoimunes. Por exemplo, no LES, 5 a 10% dos individuos 
com a doen^a tem FAN negativo em imprint de figado de 
camundongo, ao passo que este numero cai para menos de 1% 
quando se utiliza o substrata HEp-2. 

As diferen^as de sensibilidade para algumas doen^as 
autoimunes entre o substrata HEp-2 e o imprint de figado de 
camundongo sao mostradas no Quadra 34.3. 

Ha dezenas de padroes de fluorescencia descritos em celu¬ 
las HEp-2, mas os mais comuns sao homogeneo, pontilhado, 
pontilhado fino, pontilhado iino denso, nucleolar e centrome- 
rico, alem dos padroes citoplasmaticos (Figura 34.1). 
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Quadra 34.3 • Offerees de sensibilidade do teste de FAN raalizado 
com substratos distintos para algumas sindromes dmicas. 1 


Frequenria de positividade (%) 


Smdrome d inica 

Imprint 

HEp-2 

LES 

90 a 95 

99 

Esderose sistemica 

50 a 70 

95 

Artrite reumatoide 

30 a 50 

50 a 75 

Smdrome de Sjogren 

50 

| 75 

Polimiosite/dermatomiosite 

30 

80 


A defini^ao do padrao de fluorescencia tem sido associada 
a ocorrencia de autoanticorpos especificos de maior ou menor 
relevancia clinica. Entretanto, o FAN em HEp-2, na maioria 
das situates, nao consegue definir com certeza qual anti- 
corpo espedfico esta presente no soro estudado; o padrao de 
fluorescencia pode apenas dar uma pista da especificidade, 
orientando a execu^ao posterior de um teste imunologico 
para detec^ao especifica do anticorpo. Apenas em alguns 
casos raros (p. ex., a associa^ao do padrao centromerico com 
anticorpos anticentromeros), a correla^ao do padrao com o 
autoanticorpo tem aita especificidade. O Quadro 34.4 exem- 
plifica algumas associates de padroes de fluorescencia em 
HEp-2 com autoanticorpos e manifesta^oes clfnicas. Devido 
a essas caracteristicas, a pesquisa do FAN e mais frequente- 
mente utilizada como teste inicial (de triagem) para o diag- 
nostieo de doen^as autoimunes, reservando-se a pesquisa de 
autoanticorpos especificos por outros metodos laboratoriais 
para estudos clinicos mais refinados. 

A profusao de diferentes padroes de fluorescencia em 
HEp-2 ocorrida apos a introdu^ao desse substrato na pratica 
laboratorial levou a uma consideravel confusao na interpre- 
ta^ao deste exame por parte de reumatologistas e outros cli¬ 
nicos desacostumados com a nova nomenclatura. Por outro 
lado, a falta de uniformiza^ao entre os laudos de diferentes 
laboratories gerou duvidas ainda maiores, fazendo com que 
o teste de FAN perdesse credibilidade. Para corrigir esse cena- 
rio, especialistas de todo o Brasil reunem-se periodicamente 
para discutir e homogeneizar a nomenclatura do exame. Essas 
reunioes deram origem ao I, II e III Consensos Brasileiros de 
Laudos de FAN em HEp-2, atualmente a principal referenda 


Quadro 34.4 ■ Algumas associates de padroes de fluorescencia em 
HEp-2 com autoanticorpos e manifesta0es dmicas. 


Autoanticorpo 

Padrao 

Associates dmicas 

AntidsDNA (native) 

Homogeneo 

| LES 

Anti-histona 

Homogeneo 

LES, Lupus lyke syndrome 

Antinudeossomo 

Homogeneo 

|les 

Anti-Sm 

Pontilhado grosso 

I LES 

Anti-Ul RNP 

Pontilhado grosso 

DMTC, LES 

Anti-SS-A/Ro 

Pontilhado fino 

SS, LEN, LCS, LES 

Anti-SS-B/La 

Pontilhado fino 

| SS, LEN, LES 

Antitopoisomerase 1 
(Sd70) 

Homogeneo/ 

nucleolar 

Esderose sistemica difusa 

Anticentromero 

Centromerico 

Esderose sistemica 
limitada 

Anti-PCNA 

Nudear pleomorfico 

LES 


LES = Itipus eritematoso sistemico; DMTC - doenga mlsta do tecido conjuntivo; 55 = smdrome de Sjongren; LEN = 
lupus eritematoso neonatal; ICS = Itipus cutaneo subagudo. 


brasileira na execu^ao e relato do teste. 2 O Consenso Brasileiro 
recomenda que os laudos sejam sempre relatados de maneira 
“descritiva”, ou seja, definindo a positividade ou negatividade 
das principais estruturas celulares (micleo, nucleolo, cito- 
plasma, aparelho mitotico e placa metafasica cromossomica), 
alem de titulo e padrao de fluorescencia. A ado^ao da nomen¬ 
clatura do Consenso Brasileiro e fundamental para a compa- 
rabilidade interlaboratorial dos resultados e para facilitar a 
interpreta^ao clinica do teste. 

A imunofluorescencia indireta pode ainda ser utilizada para 
a detec^ao de alguns autoanticorpos especificamente, como o 
antidsDNA (utilizando o protozoario flagelado Crithidia luci- 
liae como substrato), ou anticorpos antimitocondria, anti- 
musculo liso ou antimicrossomiais (utilizando cortes de teci- 
dos animais como substrato). 

- Hemaglutina^ao e ELISA 

Sao hoje os metodos mais utilizados para a detec^ao de 
autoanticorpos especificos (com especificidade antigenica 
unica). Os ELISA tem a vantagem de serem mais reprodutivos 
e mais sensiveis que a hemaglutina^ao, alem de eliminarem 
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Figura 34.1 Alguns padroes de fluorescencia em HEp-2. A. Nuclear homogeneo (antidsDNA). B. Nuclear pontilhado grosso (anti-Sm).C. Nucleolar. 
D. Centromerico (anticentromero). E. Citoplasmatico reticular (antimitocondria). F. Citoplasmatico pontilhado fino + nucleolar. 
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a subjetividade da leitura. A hemaglutina^ao sobrevive em 
alguns laboratories apenas por ter um custo inferior aos testes 
ELISA. 

A introdu^ao do ELISA no laboratorio de autoimunidade 
tornou rara a utilizac^ao de outros metodos para a detec^ao de 
autoanticorpos especificos, principalmente devido a versatili- 
dade do metodo para ser incorporado a sistemas de automa^ao 
laboratoriai. Os metodos de ELISA tradicionais (em micropla- 
cas plasticas) podem ser substituidos com vantagem por apa- 
relhos automatizados que utilizem varia^oes da tecnica, como 
quimioluminescencia e imunofluorimetria. 

Os laboratories clinicos dispoem hoje de kits comerciais de 
ELISA para a detec^ao da maioria dos autoanticorpos de rele- 
vancia clinica conhecidos. Mais modernamente, os metodos 
imunoenzimaticos sao projetados de modo a fornecer resub 
tados quantitativos, o que pode auxiliar o clinico a definir a 
associa^ao dos achados com doen^a autoimune, ja que titulos 
mais altos de autoanticorpos, de modo geral, estao mais forte- 
mente associados a estados de doen^a. Atualmente, os ELISA 
sao metodos de razoavel confiabilidade para a detec^ao espe- 
cifica de autoanticorpos. Entretanto, ainda permanecem dife- 
ren^as de desempenho entre eles e os metodos originais, em 
que a maior parte dos autoanticorpos foi descrita pela primeira 
vez (immunoblots e imunodifusao); estas diferen^as podem 
levar, eventualmente, a resultados divergentes, principalmente 
quando comparamos resultados de laboratories clinicos com 
laboratories de referenda em pesquisa. De maneira geral, os 
ELISA sao mais sensiveis e um pouco menos especificos que 
os metodos de referenda. 

- Ensaios multiplex | Plataforma Luminex® 

A plataforma Luminex® foi desenvolvida recentemente 
como uma alternativa aos metodos de ELISA para a detec- 
^ao de autoanticorpos especificos e mesmo como substituta 
dos metodos de triagem em I FI. Trata-se de uma tecnologia 
inovadora, na qua! 100 beads fluorescentes de cores diferen- 
tes podem ser marcadas com diferentes antigenos, correspon- 
dendo cada cor a um antigeno especifico. Apos incuba^ao com 
a amostra biologica, um segundo anticorpo, conjugado a um 
fluorocromo, liga-se especificamente ao anticorpo procurado; 
a leitura e feita por meio de excita^ao luminosa com dois feixes 
de laser , dos quais um reconhece a cor da bead e outro, a do 
fluorocromo. A interpreta^ao dos dados e realizada a seme- 
lhan^a dos contadores hematologicos por citometria de fluxo, 
contando-se “eventos” em gates especificos (Figura 34.2). 
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Figura 34.2 Representa^ao esquematica do imunoensaio multiplex 
(Luminex®). 


Quadra 34.5 • Apiica^ao dos metodos laboratoriais na pesquisa de 
autoanticorpos. 


Metodo Aplica^ao 


IFI em HEp-2, imprint 

Triagem de autoanticorpos (FAN, ANA) 

IFI com substrates especificos 
(p. ex., C. luciliae) 

Detecgao de autoanticorpos especificos 

ELISA, hemaglutina^ao, 
quimioluminescencia, imunofluorimetria 

Detecgao de autoanticorpos especificos 

Imunoensaio Multiplex (Luminex"') 

Detecgao de autoanticorpos especificos 
Triagem de autoanticorpos 


O metodo Luminex® tern se mostrado uma excelente alter¬ 
nativa aos ELISA e suas variantes na detec^ao e quantifica^ao 
de autoanticorpos especificos, apresentando desempenho 
superior em varias situates; entretanto, seu uso na triagem 
de autoanticorpos, em substitui<;ao a IFI em HEp-2, ainda nao 
fornece resultados comparaveis. 

A aplica^ao dos metodos laboratoriais mais comuns na 
pesquisa e quantifica^ao de autoanticorpos e resumida no 
Quadro 34.5. 

Em alguns servi^os universitarios, sao adotados algorit- 
mos de pesquisa de autoanticorpos que levam em conta tes¬ 
tes de triagem por IFI (FAN em HEp-2) e por ELISA (ENA 
screening) que, quando positivos, originam automaticamente 
a pesquisa de autoanticorpos de especificidades definidas por 
ELISA ou outro metodo. Um exemplo disso e o algoritmo ado- 
tado por alguns anos no Laboratorio Central do HCFMUSP 
(Figura 34.3). 


Triagem 
IFI em Hep-1 
1/80 



Positivo Negativo 








Anti-Sm 

(ELISA) 

Anti-SS-A/Ro 

(ELISA) 

Anti-Jo-1 

(ELISA) 


Anti-RNP 

Anti-SS-B/La 

Anti-Scl-70 

(ELISA) 

(ELISA) 

(ELISA) 


Figura 34.3 Exemplo de algoritmo laboratoriai para pesquisa de anti- 
corpos antinudeares. 
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► Interpretagao dos testes laboratoriais 
em situates cl micas espea'ficas 

- Lupus eritematoso sistemico 

Anticorpos antinucleares ocorrem em mais de 98% dos 
individuos com lupus eritematoso sistemico, quando pesqui- 
sados por imunofluorescencia indireta utilizando-se celulas 
HEp-2 como substrata. As especificidades de maior utilidade 
clinica na doen^a sao antidsDNA e antinueleossomo. Outros 
auto anticorpos tambem podem ser uteis, como o anti-RNP 
ribossomal, anti-PCNA, anti-Ul RNP, anti-SS-A/Ro e anti- 
SS-B/La. As principals associates clinicas de autoanticorpos 
no LES encontram-se resumidas no Quadro 34.6. 

Anticorpos antidsDNA (anti-DNA de dupla helice) sao, 
talvez, a mais importante ferramenta diagnostica laboratorial 
para o LES. Estao diretamente envolvidos na patogenese da 
doen^a renal, por meio da deposi^ao de imunocomplexos na 
membrana basal glomerular. Como participam da patogenese, 
seus niveis sericos podem ser utilizados para acompanha- 
mento do grau de atividade da doen^a renal, em conjunto com 
os niveis de complemento serico ; 1 niveis altos de antidsDNA 
sao encontrados em pacientes lupicos com doen^a renal ativa, 
e estes niveis tendem a cair em resposta ao tratamento imu- 
nossupressor eficaz. Isso nos leva a preferir metodos labora¬ 
toriais quantitativos, em detrimento dos qualitativos, para 
pesquisa dos anticorpos antidsDNA. Anticorpos antidsDNA 
guardam ainda alta especificidade diagnostica para o lupus, 
especialmente quando em altos titulos. 

Os dois metodos mais utilizados para a pesquisa de 
antidsDNA em laboratories clinicos sao a IFI utilizando como 
substrato um protozoario flagelado, a Crithidia luciliae , e o 
ELISA. O criterio de positividade da IFI consiste na observa- 
£ao de fluorescencia em uma organela situada na base do fla- 
gelo, o cinetoplasto, e baseia-se na rea^ao cruzada entre anti¬ 
corpos antidsDNA humanos e DNA mitocondrial de Crithidia 
(Figura 34.4). Apesar de extremamente especifica, a IFI em C. 
luciliae £ uma metodologia trabalhosa e de interpreta^ao (lei- 
tura microscopica) subjetiva, alem de ser apenas semiquanti- 
tativa e de baixa sensibilidade. 

A principal alternativa metodologica para a pesquisa de 
antidsDNA € o ELISA quantitative, muito mais sensivel, mas 
de especificidade mais baixa que a IFI. 


Quadra 34.6 ■ Principals associates clinicas de autoanticorpos 
no LES. 


Autoanticorpo 

Freque ncia (%} 

Especificidade 

Associate clinica 

dsDNA (nativo) 

60 a 90 

Alta 

Nefrite, atividade de 
doen^a 

Nudeossomo 

60 a 90 

Alta 

Nefrite, atividade de 
doen^a 

Histona 

90 

Baixa 

Lupus lyke syndrome 

SS-A/Ro 

20 a 60 

Baixa 

LEN, LCS 

SS-B/La 

20 a 60 

Baixa 

— 

Sm 

J 15 a 35 

Alta 

— 

RNP ribossomal 

j 10 a 15 

Alta 

Lupus psiquiatrico 

PCNA 

1 5 

Alta 

— 

Cardiolipina 

] 10 a 35 

Baixa 

SAF 


LEN = Ifipus eritematoso neonatal; LCS = lupus cutineo subagudo; 5AF = stndmme do anticorpo antifosfolipfdio. 


Figura 34.4 Imunofluorescencia indireta em C. luciliae para pesquisa 
de antidsDNA. A.Teste positivo; B. teste negativo. 

Anticorpos anticromatina (antinueleossomo) estao associa- 
dos fortemente ao diagnostico de LES, com alta especificidade 
e associa^ao com lesao renal, a semelhan 9 a do que ocorre com 
os anticorpos antidsDNA. Nucleossomos sao unidades estru- 
turais complexas da cromatina, constituidas por um octamero 
de histonas (dos tipos H2A, H 2 B, H3 e H4) enovelado por 
uma fita de dsDNA na qual se aderem histonas do tipo Hie 
algumas proteinas nao histona (Figura 34.5). Varias eviden- 
cias cientificas oriundas de modelos experimentais, tanto in 
vitro como in vivo, tern demonstrado que os imunocomplexos 
nucleossomo/antinueleossomo desempenham um papel cen¬ 
tral na fisiopatogenese da lesao glomerular do LES. A detec- 
9&0 quantitativa de anticorpos antinueleossomo por ELISA 
tern se consolidado como um dos testes mais confiaveis para 
o diagnostico do LES, bem como para o acompanhamento de 
atividade da lesao renal e da resposta ao tratamento . 3 No LES, 
a sensibilidade do exame varia de 50 a 86 % e a especificidade 
media esta acima de 95%. 

Presentes em cerca de 30 a 35% dos pacientes com LES, os 
anticorpos anti-Sm sao marcadores de alta especificidade para 
a doen^a . 4 Entretanto, ao contrario dos anticorpos antidsDNA, 
nao sao marcadores de lesao em nenhum orgao especifico e 
nao sofrem varia^ao como reflexo de atividade da doen^a. 

Anticorpos anti-P ribossomal sao encontrados em 10 a 
15% dos pacientes com LES, tendo alta especificidade para 
a doen^a. Parecem estar associados a manifesta^oes clinicas 
neuropsiquiatricas . 5 

Anticorpos anti-Ul RNP podem ocorrer em individuos 
com LES em associa^ao com anticorpos anti-Sm. Quando apa- 
recem isoladamente, e em altos titulos, associam-se a doen^a 
mista do tecido conjuntivo (DMTC). 

Apesar de extremamente raros (3 a 5% dos pacientes), os 
anticorpos anti-PCNA (antigeno nuclear de celulas em proli- 
fera^ao) sao altamente especifico s para o diagnostico do LES 6 
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Figura 34.5 Estrutura molecular dos nucleossomos. 
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e se associam ao padrao de fluorescencia nuclear pleomorfico 
em c&ulas HEp-2. 

Anticorpos anti-SS-A/Ro e SS-B/la tambem podem ser 
encontrados em individuos com LES, mas nao tern especifi- 
cidade diagnostica. Ambos podem tambem estar associados 
a sindrome de Sjogren (sindrome sicca)/ Anticorpos anti- 
SS-A/Ro, no LES, associam-se a lesoes cutaneas caracteris- 
ticas denominadas lupus cutaneo subagudo, uma dermatite 
fotossensivel geralmente refrataria ao tratamento conven- 
cionaL 8 

Por ultimo, mas nao menos importante, anticorpos anti- 
SS-A/Ro podem associar-se a uma sindrome clinica conhe- 
cida como lupus eritematoso neonatal, uma sindrome con¬ 
genita composta por artrite, lesoes cutaneas, e, em cerca de 
50% dos casos, bloqueio atrioventricular congenito, a unica 
manifesta^ao irreversivel da sindrome. Os outros sinais cli- 
nicos tendem a desaparecer apos seis meses do nascimento, 
periodo em que as imunoglobulinas maternas sao depuradas 
do organismo da crian^a. 9 O LEN esta associado a passagem 
transplacentaria de anticorpos anti-SS-A/Ro da mae para o 
feto e pode ocorrer tanto em gestantes com LES como com 
sindrome de Sjogren. 

- Sindrome de Sjogren 

A sindrome de Sjogren pode ser definida como uma 
“exocrinopatia autoimune”, condi^ao clinica em que ha des- 
trui^ao inflamatoria necrotica de glandulas exocrinas em 
geral, com especial predileqao por glandulas lacrimais e 
salivares. Na SS, as principals manifesta^oes clinicas estao 
associadas a hipofun^ao desses dois grupos de glandulas, 
predominando queixas de xerostomia (boca seca e difi- 
culdade de ingerir alimentos solidos) e xeroftalmia (olhos 
secos e complicates associadas, como ceratoconjuntivite e 
ulcer as de cornea). A enfermidade e relativamente comum, 
embora frequentemente subdiagnosticada; em geral tern 
natureza benigna, bastando ser tratada com medidas palia- 
tivas (colirios e estimuladores artificiais de saliva); entre- 
tanto, raramente pode ser acompanhada por uma pneu- 
mopatia intersticial potencialmente fatal, que requeira 
imunossupressao. Outra rara complicate e o comprometi- 
mento da portae exocrina do pancreas, que leva a quadros 
de pancreatite aguda. 

A avaliaqao laboratorial da SS esta ancorada na detec^ao 
de tres autoanticorpos de alta prevalencia na doenqa, embora 
nenhum deles tenha especificidade: anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/ 
La e fator reumatoide 7 (Quadro 34.7). 

Alem da historia clinica caracteristica e dos autoanticor¬ 
pos, podem auxiliar o diagnostico de SS dois testes oftalmolo- 
gicos que definem a presen^a de “olho seco”, o teste de Shirmer 
(medida da difusao da lagrima em um papel de filtro, em mili- 
metros) e o teste de rosa bengala (impregnaqao da esclerotica 
ressecada com o corante de rosa bengala). Eventualmente, 
pode ser necessaria a realiza^ao de biopsia de glandula salivar 


Quadro 34.7 • Autoanticorpos na sindrome de Sjogren. 


Autoanticorpo 

Frequencia (%) 

Especificidade 

Anti-SS-A/Ro 

60 a 90 

Baixa 

Anti-SS-B/La 

20 a 60 

Baixa 

Fator reumatoide 

90 

Baixa 


Quadro 34.8 • Diagnostico da sindrome de Sjogren. 

Historia dinica 

Xerostomia e xeroftalmia 

Autoanticorpos 

| SS-A Ro, SS-B/La e FR 

Testes oftalmoldgicos 

Shirmer e rosa bengala 

Biopsia de glandula salivar 

Infiltrado inflamatorio necrotico 


menor para demonstra^ao histopatologica de infiltrado infla- 
matorio necrotico caracteristico (Quadro 34.8). 

- Esderose sistemica (esderodermia) 

A esclerose sistemica e uma doen^a generalizada do tecido 
conjuntivo que afeta pele e orgaos internos, caracterizada his- 
topatologicamente por arteriosclerose fibrotica da vasculatura 
periferica e visceral e grau variavel de deposiqao de matriz 
extracelular (principalmente colageno) tanto napele como nas 
vlsceras. Ha dois autoanticorpos com maior utilidade clinica 
na esclerose sistemica: anticentromero e antitopoisomerase I 
(Scl-70). 

Anticorpos anticentromero estao associados a forma limi- 
tada da doen^a (comprometimento cutaneo restrito a face e 
as extremidades e baixa ocorrencia de fibrose pulmonar), 
uma forma anteriormente conhecida por sindrome CREST. 
Ocorrem em cerca de 80% dos pacientes com esta forma cli¬ 
nica 10 (Quadro 34.9). 

Anticorpos antitopoisomerase I (Scl-70) estao associados 
a forma difusa da esclerose sistemica, com comprometimento 
cutaneo em todo o corpo e maior ocorrencia de fibrose pul¬ 
monar. Sao encontrados em ate 40% dos pacientes com esta 
forma clinica. 11 

Na pesquisa do FAN por imunofluorescencia indireta em 
celulas HEp-2, anticorpos anticentromero podem ser obser- 
vados como um padrao de fluorescencia centromerico, uma 
associaqao de alta especificidade, ao passo que anticorpos anti¬ 
topoisomerase I costumam associar-se a um padrao homoge- 
neo/nucleolar de fluorescencia. 

Um terceiro grupo de autoanticorpos vem ganhando maior 
relevancia clinica no diagnostico de esclerose sistemica, os 
anticorpos anti-RNA polimerase III; estes anticorpos ocorrem 
em 10 a 15% de todos os pacientes, mas em ate 45% na forma 
difusa, com alta especificidade. 


Quadro 34.9 ■ Associates clinicas dos principals autoanticorpos na esclerose sistemica. 


Autoanticorpo 

Padrao em HEp-2 

Frequencia (%) 

Especificidade 

Assodagao clinica 

Topoisomerase 1 (Sd-70) 

Homogeneo/nudeolar 

40 (difusa) 

Alta 

Forma sistemica difusa 

Centromero 

Centromerico 

80 (limitada) 

Media 

Forma sistemica limitada (sindrome"CREST") 

RNA polimerase III 

Nuclear pontilhado/nudeoiar 

45 (difusa) 

Alta 

Forma sistemica difusa 
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- Doen^a muscular inflamatoria autoimune 
(polimiosite/dermatomiosite) 

Denomina-se genericamente como doen^a muscular 
inflamatoria autoimune uma enfermidade caracterizada por 
inflama^ao cronica da musculatura estriada (polimiosite) que 
leva a fraqueza muscular proximal progressiva, as vezes asso- 
ciada a ura quadro cutaneo caractenstico (dermatomiosite). 
Associates com autoanticorpos especificos podem definir 
subgrupos de individuos clinicamente homogeneos dentro da 
doenqa. 

Na polimiosite/dermatomiosite (DM/PM), mais de 80% 
dos pacientes tern autoanticorpos contra antigenos nucleares 
e/ou citoplasmaticos (FAN positivo) 12 e aproximadamente 
metade deles tern anticorpos miosite-especificos. 13 

O autoanticorpo mais frequentemente identificado na 
doenqa, anti-Jo-1, e encontrado em apenas 20% de todos os 
pacientes com miosite. 14 Anti-Jo-1 e o anticorpo mais comum 
de um grande grupo de autoanticorpos, os antiaminoacil- 
tRNA sintetases, ou, mais simplesmente, antissintetases. 
Especificamente, o anti-Jo-1 e a anti-histidil-tRNA sintetase. 
Pacientes com antissintetases costumam apresentar sintomas 
classicos de polimiosite (fraqueza muscular proximal progres¬ 
siva) e mais raramente de dermatomiosite, alem da chamada 
“sindrome antissintetase”, caracterizada por febre, poliar- 
trite inflamatoria eventualmente deformante, fenomeno de 
Raynaud e doen^a pulmonar intersticial. 15 Em celulas HEp-2, 
anticorpos anti-Jo-1 costumam determinar um padrao cito- 
plasmatico pontilhado de fluorescencia. 

Anticorpos anti-Mi-2 ocorrem em 5 a 10% dos pacientes 
e estao fortemente associados as lesoes cutaneas da dermato¬ 
miosite: lesoes eritematoviolaceas nas palpebras (heliotropo) 
e na pele justarticular (papulas de Gottron). 16 Crian^as com 
dermatomiosite podem apresentar anticorpos anti-Mi-2 em 
cerca de 10% dos casos. 17 Pacientes com anti-Mi-2 nao tem 
as associates clinicas descritas para a “sindrome antissinte¬ 
tase” e costumam ter boa resposta ao tratamento, exceto pelas 
lesoes cutaneas. 


Anticorpos antiparticula reconhecedora de sinal (anti-SRP) 
sao marcadores de um subgrupo de pacientes com doenqa 
muscular especialmente grave, geralmente sem doen^a cuta¬ 
nea e com complicates cardiacas em ocorrbncia maior do 
que o esperado. 18 

Os raros autoanticorpos anti-PM/Scl estao geralmente 
associados a sindrome de superposi^ao polimiosite/esclerose 
sistemica. 

Um resumo das informates sobre autoanticorpos na poli¬ 
miosite/dermatomiosite e apresentado no Quadro 34.10. 

- Doenga mista do tecido conjuntivo 

A doenqa mista do tecido conjuntivo (DMTC) e uma sin- 
drome clinica individualizada do LES identificada em 1972, 
por Sharp et al, com caracteristicas clinicas de superposi^ao 
de sinais e sintomas de LES, esclerodermia e miopatias infla- 
matorias, mas cujas manifesta^oes mais marcantes sao a ocor- 
rencia de fenomeno de Raynaud, hipomotilidade esofagica e 
edema das falanges proximais das maos (“dedos em salsicha”); 
por definito> todos os pacientes com DMTC exibem altos 
titulos de anticorpos anti-Ul-RNP. Outros autoanticorpos, 
como anti-Ku e mesmo antinucleossomo, podem ser ocasio- 
nalmente observados. 

- Vasculites sistemicas 

Vasculites sao enfermidades nas quais o sistema vascular 
e o alvo primario da agressao, de substrata histopatologico 
inflamatorio e, geralmente, associadas a evidencias de meca- 
nismos patogbnicos autoimunes. Trata-se de um grupo hete- 
rogeneo de sindromes clinicas, tradicionalmente agrupadas 
em relate ao calibre dos vasos predominantemente acome- 
tidos. Dentre as chamadas vasculites de pequenos vasos, a 
granulomatose de Wegener (GW) e a poliarterite micros- 
copica (PAM) estao fortemente associadas a um grupo de 
autoanticorpos denominados anticitoplasma de neutrofilos 
(ANCA). 


Quadro 34.10 ■ Autoanticorpos na dermatomiosite/polimiosite (DM/PM). 


Autoanticorpo 

Antigeno 

Frequenda (%) 

Especifrcid ade 

Associagao clinica na DM/PM 

Jo-1 

Histidil-tRNA sintetase 

18-20 

Alta 

Sindrome antissintetase 

PL7 

Treonil-tRNA sintetase 

<3 

Alta 

Sindrome antissintetase 

PL12 

Alanil-tRNA sintetase 

<3 

Alta 

Sindrome antissintetase 

OJ 

Isoleucil-tRKA sintetase 

<2 

Alta 

Sindrome antissintetase 

EJ | 

Glieil-tRNA sintetase 

<2 

Alta 

Sindrome antissintetase 

KS | 

Asparaginil-tRMA sintetase 

<2 

Alta 

Sindrome antissintetase 

SRP 

Proteina reconhecedora de sinal 

4-6 

Alta 

Polimiosite grave 

Mi-2 

NuRO helicase 

Mi2a 

Mi2p 

5-14 

Alta 

Dermatomiosite 

PM/Sd 

Exossomo 

5-10 

Alta 

Superposigao esclerodermia/polimiosite 

SS-A/Ro 

SS-A RNP 

31 

Baixa 

- 



14 

Baixa 

- 

Ku 

Proteinoquinase DNA dependente 

23 

Baixa 


U1RNP 

U1RNP 

15 

Baixa 

- 

Sd-70 

Topoisomerase 1 

3 

Baixa 

— 

RNA Pol III 

RNA polimerase III 

2 

Baixa 

— 

Centromere 

Centromero 

2 

Baixa 

* 
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ANCA sao autoanticorpos de especificidades variaveis, 
dirigidos contra os granulos citoplasmaticos neutrofilicos. 
A semelhanqa do FAN, sao preferencialmente pesquisados 
por metodos de imunofluorescencia indireta, neste caso uti- 
lizando como substrato neutrofilos humanos fixados em 
laminas de vidro com etanoL Os padroes de fluorescencia 
dassicos sao dois: citoplasmatico (C-ANCA) e perinuclear 
(P-ANCA) (Figura 34.6); padroes que nao se encaixam em 
nenhum dos dois classicamente descritos sao denominados 
atipicos (A-ANCA ou X-ANCA). Alem disso, e cada vez mais 
comum o uso de metodos imunoenzimaticos (ELISA) para a 
pesquisa e quantificaqao de autoanticorpos especificos do sis- 
tema ANCA. 19 

Embora ja tenham sido descritos mais de uma dezena de 
antigenos relacionados aos ANCA, dois deles tern especial 
relevancia clinica: anticorpos antiproteinase-3 (anti-PR3), 
com padrao de fluorescencia C-ANCA, e sua associaqao ao 
diagnostico de GW e anticorpos antimieloperoxidase (anti- 
MPO), com padrao de fluorescencia P-ANCA e sua associaqao 
com PAM. 

Anticorpos anti-PR3, com padrao C-ANCA de fluores¬ 
cencia, ocorrem em ate 99% dos pacientes com GW, quando 
pesquisados na doenqa ativa. Em pacientes tratados ou fora 
de atividade, essa prevalencia pode cair para cerca de 30%. 
Por outro lado, a especificidade de um padrao C-ANCA de 
fluorescencia para o diagnostico de GW pode cliegar a 98%. 
Aparentemente, os titulos de C-ANCA (e de anti-PR3 por 
ELISA) tendem a variar com a atividade da doenqa e podem 
ser usados para acompanhar a resposta ao tratamento imu- 
nossupressor. 20 

Anticorpos anti-MPO, com padrao P-ANCA de fluores¬ 
cencia, ocorrem em ate 80% dos pacientes com PAM e tern 
razoavel especificidade para a doenqa. 21 

Os padroes de fluorescencia observados em laminas fixadas 
com etanol nao correspondem a localizaqao observada para 
os antigenos relacionados ao ANCA in vivo. Em vez disso, 
trata-se de artefatos tecnicos associados a diferenqas de cargas 
eletricas entre os diversos granulos neutrofilicos, o que define 
sua maior ou menor aproximaqao do nucleo celular, com 
carga eletrica negativa. Assim, o antigeno PR3, uma proteina 
neutra, tende a permanecer disperso no citoplasma, enquanto 
o antigeno MPO e a maioria dos outros granulos neutrofilicos, 
fortemente cationicos, tende a aproximar-se artificialmente 
do nucleo. Isso explica por que, em geral, apenas pacientes 
com anticorpos anti-PR3 tern padrao C-ANCA, ao passo que 
pacientes com anticorpos anti-MPO ou outros tern padrao 
P-ANCA de fluorescencia (Quadro 34.11). Esse artefato tec- 
nico e observado apenas em laminas fixadas com etanol. Tal 
fato tern levado a estrategia de alguns laboratories de utilizar 
laminas com outros fixadores, como a formalina, na diferen- 
ciaqao de anticorpos contra granulos neutrofilicos cationicos 
(P-ANCA verdadeiros) de anticorpos antinucleares (FAN) 



Figura 34.6 Padroes de fluorescencia em etanol de anticorpos antici- 
toplasma de neutrofilos (ANCA). A. C-ANCA. B. P-ANCA. 


Quadro 34.11 ■ Espedfiddades antigenicas e padroes de 
fluorescenda no sistema ANCA. 


Autoanticorpo 

Padrao de fluorescencia em etanol 

Proteinase 3 (PR3) 

C-ANCA; muito raramente atipico 

Mieloperoxidase (MPO) 

P-ANCA; muito raramente atipico 

Elastase 

P-ANCA 

Catepsina G 

P-ANCA 

Azurocidina 

P-ANCA 

Lactoferrina J 

P-ANCA JW 

Lisozima 

P-ANCA; atipico 

BPI 

C-ANCA, P-ANCA ou atipico 


que, quando presentes, podem dificultar muito a interpreta^ao 
microscopica da fluorescencia sugestiva de P-ANCA. 

Como ocorre na pesquisa de anticorpos antinucleares em 
serviqos universitarios e de referenda, a pesquisa de ANCA 
em ambientes academicos costuma ser direcionada por aigo- 
ritmos diagnosticos que levam em conta testes de triagem por 
imunofluorescencia (com laminas fixadas em etanol) que, 
quando positivos, provocam automaticamente a realizaqao de 
testes complementares (IFI em formalina e ELISA anti-PR3 e 
anti-MPO) (Figura 34.7). 

" Artrite reumatoide 

A artrite reumatoide (AR) e uma doenqa inflamatoria 
cronica multissistemica, reconhecida como a mais comum 
das artrites inflamatorias. A principal morbidade da doenqa 
esta associada ao acometimento de articulates diartrodiais, 
que resulta em grande disfunqao e deformidade articulares, 
embora se observe comumente o envolvimento de varios 
outros orgaos, em maior ou menor grau. 

A demonstraqao laboratorial de fatores reumatoides (auto¬ 
anticorpos de classe IgM, IgG ou IgA dirigidos contra a por- 
?ao Fc da molecula de IgG) e, ha decadas, associada ao diag¬ 
nostico de AR. Os fatores reumatoides (FR) sao encontrados 
em cerca de 80% dos pacientes com AR, e a sua ocorrencia 
parece estar associada a pior prognostico articular, presenqa 
de nodulos reumatoides, maior frequencia de erosoes e mani- 
festaqoes extra-articulares. 22 Este valor prognostico parece 


Triagem 

IFI 

Etanol 1/20 


P-ANCA C-ANCA Atipico 


Anti-MPO Artti-PR3 

(ELISA quantitative) (ELISA quantitative) 


Anti-PR3 

Anti-MPO 


Titulaqao IFI 

Titulaipao IFI 

(Etanol) 

(Etanol) 


Titula?ao IF' 

(Etanol) 


Figura 34.7 Algoritmo diagnostico para pesquisa de ANCA. 
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nao ser dependente da classe de imunoglobulina predomi- 
nante. Entretanto, o valor diagnostico dos fatores reumatoi- 
des e limitado por sua baixa especificidade para a doen^a, ja 
que podem ser detectados em conduces clinicas tao dispares 
como slndrome de Sjogren (cerca de 90% dos casos), endo- 
cardite bacteriana (ate 50%), hanseniase (ate 25%), neoplasias, 
crioglobulinemia, sarcoidose ou mesmo em individuos idosos 
saudaveis. 

Os ensaios de aglutina^ao com partlculas de latex e com 
hemacias de carneiro sensibilizadas (ensaio de Waaler-Rose) 
tern sido tradicionalmente utilizados para a pesquisa dos fato¬ 
res reumatoides. Atualmente, os metodos cineticos (nefelo- 
metria e turbidimetria) automatizados tern substituido larga- 
mente os metodos tradicionais, por serem consideravelmente 
mais sensiveis, rapidos e reprodutlveis. Os ELISA sao prefe- 
riveis quando se faz necessario determinar a classe do fator 
reumatoide (IgG, IgA ou IgM). 

Mais recentemente, ensaios capazes de detectar autoanti- 
corpos que reconhecem um epitopo da molecula de filagrina, 
o aminoacido citrulina, tem demonstrado alta especificidade 
para o diagnostico da AR, em particular um ensaio imunoen- 
zimatico que detecta anticorpos dirigidos contra um peptldio 
ciclico citrulinado sintetico (anti-CCP). 23-25 Varios estudos 
definiram um alto valor diagnostico para os anticorpos anti- 
citrulina (anti-CCP) e sugerem o seu uso em conjunto com a 
pesquisa do fator reumatoide na pratica clinica. Entretanto, as 
relates dos niveis de anti-CCP com outros parametros clini- 
cos e laboratoriais na AR ainda nao foram bem definidas. 

O advento dos anticorpos anticitrulina (anti-CCP) na pra¬ 
tica clinica, nos primeiros anos do seculo 21, revolucionou 
o diagnostico laboratorial da AR, a ponto de suplantarem os 
tradicionais fatores reumatoides em importancia diagnostica 
e serem incluidos, mais tarde, nos criterios de classifica^ao 
da doen^a do American College of Rheumatology (ACR). 
Entretanto, a convivend a dos novos ensaios de anticitrulina 
com os velhos FR e a frequente discordancia de resultados 
entre os exames trouxe novos dilemas diagnostico s ao clinico 
e ao laboratorio. Em uma tentativa de auxiliar a interpreta^ao 
desses exames, propoe-se um algoritmo diagnostico pratico, 
demonstrado no Quadro 34.12. 

- Artrites idiopaticas juvenis 

O grupo de doen^as denominado artrites idiopaticas juve¬ 
nis (AIJ), ou, anteriormente, artrite reumatoide juvenil, cons- 


Quadro 34.12 ■ Algoritmo sugerido para a interpreta$ao do padrao 
do autoanticorpos na artrito reumatoide (AR). 


Fator reumatoide 

Anticitrulina (anti-CCP) 

Probabilidade de AR 

lgM+,lgA+,tgG+ 

+ 

Quase certeza 

lgM+, tgA+, tgG+ 

— 

Quase certeza 

lgM+, lgA+, tgG- 

+ 

Quase certeza 

lgM+,lgA-i-, IgG- 

— 

Provavel 

lgM+ ( IgA-, IgG- 


Muito provavel 

lgM+, lgA-,lgG- 

— 

Baixa probabilidade 

IgM- IgA-, IgG- 

+ 

Muito provavel 


titui-se em uma associa^ao heterogenea de ao menos seis sin- 
dromes clinicas distintas, que tem em comum a caracteristica 
de serem doen^as inflamatorias sistemicas com algum grau de 
acometimento articular. 

A diferencia^ao das varias sindromes e em geral anco- 
rada na forma de inicio do comprometimento articular, 
mas leva em conta diversas outras caracteristicas clinicas 
e ao menos dois testes laboratoriais: a pesquisa de anti¬ 
corpos antinucleares (FAN) e dos fatores reumatoides 
(Quadro 34.13). 

Anticorpos antinucleares ocorrem em cerca de 40% das 
crian^as com AIJ 26 e estao consistentemente associados 
a iridociclite cronica e inicio oligoarticular da artrite. Os 
padroes de fluorescencia mais frequentemente encontra- 
dos em HEp-2 sao o pontilhado fino e o pontilhado fino 
denso e homog£neo, mas outros sao eventualmente obser- 
vados. 

Fatores reumatoides ocorrem em 5 a 25% dos casos de 
AIJ, 27 sao geralmente de classe IgM e estao associados a forma 
de inicio poliarticular da artrite, semelhante a artrite reuma¬ 
toide do adulto. 

A pesquisa de anticorpos antipeptidio ciclico citruli¬ 
nado (anti-CCP), um novo marcador diagnostico da artrite 
reumatoide do adulto, de alta especificidade, tem sido 
utilizada em pacientes com AIJ, mas, aparentemente, sua 
utilidade 6 limitada em crian^as. Esses anticorpos pare- 
cem ocorrer com alta frequencia apenas na forma de inicio 
poliarticular, em que ha positividade tambem para o fator 
reumatoide. 28 


Quadro 34.13 ■ Subtipos de artrites idiopaticas juvenis. 


Subtipo Articulates afetadas Iridociclite Sintomas sistemicos Fator reumatoide FAN 


Infcio sistemico 

Todas 

Rara 

Febre alta, rash cutaneo, polisserosite, 
organomegalia, leucocitose, anemia 

Nao 

Nao 

Inicio poliarticular, fator 
reumatoide negativo 

Todas 

Rara 

Mal-estar, febre baixa 

Nao 

25% 

Inicio poliarticular, fator 
reumatoide positivo 

Todas 

Rara 

Mal-estar, febre baixa, Sjogren, Felty 

100% 

50 a 70% 

Oligoarticular tipol 

Grandes articulates: joelho, 
tornozelo, cotovelo 

20%(95%semenina, 

FAN+) 

Raros 

5% 

40 a 75% 

Oligoarticulartipoll 

Grandes articulates, 
sacroilefte, entesite 

10 a 20% (aguda) 

Raros 

Nao 

Nao 

Oligoarticular tipo III 

Pequenas e grandes, 
assimetrica mente (psoriasica) 

10 a 20% (cronica) 

Raros 

Nao 

15 a 50% 
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- mecanismos de transmissao, 125 

- inonitoramento da carga proviral, 130 

- patogenese, 122 

- resposta Imunologica, 122 

- testes confirmatorios, 126 

- testes confirmatorios sorologicos, 127 

- testes de triagem sorologica, 125 

I 

ID 32C®, 383 

IgE especifica, 453, 454 

immunoblot, 202,455 

- neurocisticercose, 349 

- toxocariase, 358 
Immunodot, 33 

- quimioluminescente, 37 
Impetigo, 171 

Impregna 9 ao pela prata, 220 
Imunldade 

- artificialmente Induzida, 5 

- especifica naturalmente adqulrida, 5 
Imuno-hlstoquimica 

- e imunocitologla, CMV, 63 

- toxocariase, 359 
Imunocromatograficos, 275 
Imunodeficiente 

- toxoplasmose no, 310 
Imu no diagno stico 

- filariose bancroftiana, 334 
Imunodifusao, 14 
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- radial dupla, hidatidose, 342 

- radial simples, 14 

- simples em uma dimensao, 14 
Imunoeletroforese, 17 

- hidatidose, 342 

Im unoe letrotran s ferenc ia 

- hidatidose, 343 
Imunoensaio 

- de polarizaipio da fluorescencia, 44 

- fluorescente, 43 

- - com substrate marcado, 45 

- - de tempo controlado, 44 

- - heterogeneo, 43 

- - homogeneo, 44 

- quimioluminescente, 43 
Imunofixa^ao, 17 

Imunofluorescencia, 21, 220,222,273 

- doen^a de Chagas, 273 

- indireta, 201,209 

- - doemjas autoimunes, 462 

- - hidatidose, 342 
Imunoglobulina E 

- toxocariase, 359 
Imunoglobulina IgG, 4 
Imunoglobulina IgM, 4 
Imunomicroscopia eletronica HEV, 91 
Imunopatogenese da infec^ao pelo HIV 

em pediatria, 103 
Imunoperoxidase, 27 
Infec«;ao(6es) 

- causadas por especies de Malassezia, 393 

- CMV 

- adquirida, 66 

- congenita, 65 

- - intrauterlna, 65 

- fungicas 

- - exames micoldgicos, 6 

- - fungos demacios, 68 

- - fungos dimdrficos, 54 

- - identificafao de culturas de fungos, 14 

- - metodologias auxiliares de 

diagnostico micologico, 23 

- - micoses cutaneas, 35 

- esistemicas, 41 

- - micoses superficial, 31 

- - outras micoses, 76 

- - qualidade em laboratorio de micologia, 5 

- perinatal, 66 

- por HIV 

- - considera^oes gerais, 98 

- - dados estatisticos, 104 

- - diagnostico laboratorial, 108 

- - distribuiijao geografica dos subtipos, 104 

- - e marcadores virais, 108 

- - epidemiologia, 103 

- - estrutura viral, 98 

- - farmacos antirretrovirais, 105 

- - fenotipagem, 110 

- - genotipagem do, 110 

- - meios de transmissao, 103 

- - morfologia, 98 

- - patogenese, 102 

- - replica^ao viral, 101 

- - sistema imune, 102 

- - subtipos geneticos, 100 

- - testes iraunologicos, 108 

- por HPV 

- - arrays , 117 

- - carga viral e infecijoes multiplas, L19 

- - classificaijao e nomenclatura, 114 

- - diagnostico laboratorial, 116 

- - epidemiologia do cancer cervical, 115 

- - hibridiza^ao in situ, 118 


- - historico, 114 

- - RNA mensageiro viral, 117 

- - teste citologico, 116 

- - teste de amplifica^ao de sinal, 116 

- - testes com base em PCR, 117 

- - testes moleculares, 116 

- - uso dos testes de 

- na triagem de pacientes com citologia 

aiterada/indeterminada, 119 

- no rastreio de cancer cervical, 118 
-pos-tratamento, 119 

- por HTLV-I e HTLV-II 

- - agente etiologico, 121 

- - diagnostico, 125 

- - diagnostico molecular, 128 

- - epidemiologia, 123 

- - estrutura da particula viral, 121 

- - estrutura gen&mica, 121 

- - isolamento viral, 130 

- - manifestafdes clinicas, 122 

- - mecanismos de transmissao, 125 

- - monitoramento da carga proviral, 130 

- - patogenese, 122 

- - resposta imunologica, 122 

- - testes confirmatorios, 126 

- - testes confirmatorios sorologicos, 127 

- - testes de triagem soroldgica, 125 

- por Micoplasmas, 207 

- da pele por meth icillin-resistant 

Staphylococcus aureus, 171 

- por clamidias e damiddftlas, 195 

- - anallse citologica, 200 

- - enzimaimunoensaio, 202 

- - enzimaimunoensaio direto, 201 

- - epidemiologia, 195 

- - hibridiza^ao de acidos nucleicos, 203 

- - identifica^ao direta, 200 

- - immunoblot, 202 

- - importancia clinica, 195 

- - imunofluorescencia direta, 200 

- - imunofluorescencia indireta, 201 

- - inibidores da transcriptase reversa, 105 

- - interpreta<;ao e repercussao dos resultados, 204 

- - metodos indiretos, 201 

- - metodos laboratoriais de diagnostico, 200 

- - microimunofluoresc£ncia, 201 

- - patogenia, 196 

- - rea^ao de fixa^ao do complemento, 201 

- - resposta imune inata e adaptativa e 

mecanismos de evasao, 198 

- - tecnicas de aplica^ao de dcidos nucleicos, 202 

- - transmissao, 195 
Inibidores 

- de fusao, 108 

- de integrase, 108 

- de protease, 106 

- deRT 

- - analogos de nucleosideo (NRTI), 105,107 

- - nao analogos de nucleosideo (NNRT1), 107 
Inocula<;ao em camundongo 

- doen^a de Chagas, 271 

- isolamento do Toxoplasma, 305 
Inqueritos epidemiologicos, 6 

- pesquisa de anticorpos em, 5 
Interferon-gama 

- detec^ao e quanttfica?ao de, 247 
Interpreta^ao dos testes sorologicos, 186 
Intoxka^ao alimentar, 171 
Intradermorrea^ao de Casoni 

- hidatidose, 341 
lodamoeba butschlli, 266 
Isolado 

- nao selvagem, 393 


- selvagem, 393 
Isolamento 

- do citomegalovirus em culturas celulares, 64 

- do toxoplasma, 305 

- - em cultura de celulas, 305 

- em animals de laboratorio, 221 
Ivermectina, 354 

L 

Lacaziose, 438 
Lavado 

- bronquico, 244 

- gastrico, 244 
Leishmania> 278 
Leishmanioses 

- visceral, diagndstico, 278 

- - parasitologico, 279 

- - imunologko, 279 

- - clinico e epidemiologieo, 278 

- tegumentar, diagnostico, 280 
—clinico e epidemioldgico, 280 

- - imunologico, 281 

- - parasitologico, 281 
Leptospiras, 219 
Leptospirose humana, 219 

- aglutinaijao macroscopica, 222 

- Colorado de Giemsa, 220 

- eontraimunoeletroforese, 222 

- diagnostico laboratorial, 220 

- fixa^ao de complemento, 222 

- hemocultura, 220 

- impregna<;ao pela prata, 220 

- imunofluorescencia, 220,222 

- isolamento em animais de laboratdrio, 221 

- metodos imunologicos, 221 

- microscopia de campo escuro, 220 

- rea^ao de hemaglutina^ao, 222 

- teste de microaglutinafio, 221 
Leucemia, 122 

Leveduras, 366, 371 

- meios diferenciais para, 384 

- sistemas comerciais para a identifica^ao de, 382 

- testes de detecqio, 379 
Leveduriforme, 372 

Limiar de reatividade ou cut-off, 10 
Linfedema, 330 
Linfocintigrafia, 335 
Linfogranuioma venereo, 195 
Linfoma de celulas T do adulto, 122 
Linfoprolifera^io, 454 
Liquido hidatko, 338 
Lupus eritematoso sistemico 

- doen^as autoimunes, 465 

M 

M. fermentans, 214 
penetrans, 214 
M.pirum r 214 
Madurella grisea s 437 
Madurella mycetomatis, 437 
Malaria 

- diagnostico 

- - clinico, 286 

- - de laboratorio, 286 

- gota espessa, 287 

- metodos para detec^ao 

- - de anticorpos, 293 

- - - contra antigenos do estagio eritrocitico 
-assexuado, 293,294 

-sexuado, 294 

-contra esporozoitos, 294 

~ - de componentes antiggnicos plasmodiais, 291 
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- - de DNA ou RNA de plasmodio no sangue, 288 

- - de plasmodios nas hemacias, 287 

- metodos para pesquisa do esporozofto 

no mosquito, 295 

- PCR com base na ampllfica^ao do gene da 

subumdade 18s do rRNA, 288 

- PCR em tempo real quantitative, 290 

- quantitative huffy coat , 288 

- testes funcionais do estado imune, 295 

- transmitida por transfusao, 295 
Malassezia , 379, 385 

- infec^oes causadas por especies de, 393 
Marcadores radioativos, 24 

Mastite estafilocbclca, 171 
Mebendazol, 354 
Meios 

- cromog^nicos, 382 

- diferenciais para leveduras, 384 
Membrana hiditica, 338 
Meningites bacterianas agudas, 228 

- complicates, 233 

- corticosteroides, 230 

- diagnostico, 229 

- diagnostico diferenciai, 232 

- evolufao, 232 

- meningites recorrentes, 233 

- profilaxia, 232 

- quadro clinico, 228 

- tratamento, 230 
Meningites recorrcutes, 233 
Meticilina 

- infec^oes P or estafilococos resistentes a, 171, 178 
Metodo da dose efetiva, 30 

Metodo da imunoferritina, 38 
Metodo de Barbosa, 321 
M£todo de Bell, 321 

M£todo de captura para anticorpos IgM, 31 
Metodo de Colorado pelo tricromio, 261 
Metodo de eompeti^ao, 44 

- com anticorpo marcado, 32 
Metodo de Fahey, 15 
Metodo de Faust, 263 

Metodo de inibiqrao para haptenos, 32 
Metodo de Kate-Katz, 321 
Metodo de Mancini, 15 
Metodo de sedimenta^ao espontanea, 321 
Metodo de Teesdale, 322 
Metodo direto a fresco corado pelo 
azui de metileno, 261 

Metodo do dupio anticorpo ou do “sandmche” 44 

Metodo do ouro coloidal, 39 

Metodo enzimitico, 38 

Metodo fluoroimunomitrico, 44 

Metodo rea?ao em cadeia da polimerase, 4 

Metodos coprolbgicos 

- qualitative^, 320 

- quantitativos, 321 
Metodos de detec^ao 

- doen^as autoimunes, 462 
Metodos imunodiagnosticos 

- neuroeisticercose, 349 
Metodos laboratoriais de triagem de 

enterococos resistentes, 164 
Metodos para deteeqao de anticorpos* 293 

- contra antigenos do estagio eritrocftico 

- - assexuado, 293,294 

- - sexuado, 294 

- contra esporozoitos, 294 
Metodos para detea;ao, malaria, 

- de componentes antigen icos piasmodiais, 291 

- de DNA ou RNA de plasmodio no sangue, 288 

- de plasmddios nas hemacias, 287 
Metodos para pesquisa do esporo, 295 


Metodos proporcionais, 30 
Metodos radiologicGS 

- hldatidose, 340 
Micetoma, 435 

- eumicotico, 437 
Micobacterias 

- identifkafao das, 248 

- sensibilidade das, 249 
Micobacterioses, 248 
Micoplasmas 

- colonizadores do trato urogenital, 211 

- como cofatores do HIV, 214 
Micro-hematdcrito, 271 

- doen<;a de Chagas, 271 
Microarranjos 

- com microparticulas, 48 

- com proteinas ligadas, 47 

- de alergenos, 454 
Microfilarias, 333 
Microimunofluorescencia, 201 
Microscopia 

- de campo escuro, 220 

- direta, doenqa de Chagas, 271 

- eletromca, CMV, 63 

- imunoektronica, 37 
Microsporideos, 302 
Microsporum , 403 

MicrosScan Yeast Identification Panel®, 384 
Mielopatia associada ao HTLV-I, 123 
Miocardite crdnica difusa, 270 
Mononucleose infecciosa 

- caracteristicas do virus, 137 

- diagnostico 

- - hematoldgico, 138 

- - laboratoriaJ, 138 

- - soroldgico, 138 

- epidemiologia, 136 

- transmissao, 136 

Miiltiplo da atividade normal, 30 
Muta^oes de resistSncia 

- aos inibidores de fusao, 108 

- aos inibidores de integrase, 108 

- aos IP, 107 

- aos NNRTI, 107 

- aos NRTI, 107 

- aos antirretrovirais, 107 
Mycobacterium tuberculosis* 243 
Mycoplasma genitalium, 214 
Mycoplasma hominis , 211 
Mycoplasma pneumoniae , 208 

N 

Nefelometria, 41 

- cinetica, 41 

- de ponto final, 41 

- de taxa de aumento, 41 
Nefelometros, 42 
Nested- PCR, 289 

Neu roc ist ic ercose 

- aspectos clinicoepidemiologicos, 348 

- diagnostico, 349 

- imunobiologia, 348 
Neurosstfilts, 238 
Nodulos 

- de cor clara, 371 

- de cor escura, 371 
Non-wild type , 393 

0 

Odds , 8 

Organiza^ao do genoma viral, 98 


Organiza<;ao do trabalho por procedimentos 
operacionais padrao, 368 
Oxacilina, resistencia a, 179 
Oxfendazol, 354 

P 

R falciparum, 285 
P malarias, 285 
R vivax , 286 

Padente imunocomprometido 

- citomegalovirus no, 63,66 
Pacientes imunodeficientes 

- toxoplasmose nos, 311 
Padroes de resistencia viral, 107 
Panstrongylus megistus , 269 
Papilomavirus humanos, 114 
Paracoccidioides brasiliensis* 366 
Paracoccidioidomicose, 416 
Parametros 

- extrinsecos, 9 

- intrmsecGS, 6 

- que dependent da prevaiencia da doenga, 7 
Paraparesia espastica tropical, 123 
Patologia cllnica 

- testes sorologicos na, 4 
PCR, 55 

- CMV, 64 

- com base na ampliftca^ao do gene da 

subunidade 18S do rRNA, malaria, 288 

- doem;a de chagas, 271 

- ELISA, 290 

- em tempo real, 210 

- - quantitative, maldria, 290 

- multiplex , 290 

- toxocariase, 359 

- toxoplasmose, 306 
Penicilina, 178 
Peniciliose, 439 
Penicillium , 366 

Perfis e marcadores sorologicos 

- toxoplasmose, 308 
Pesquisa de anticorpos, 23 

- antl-HEV 

- circulante, filariose bancroftiana, 334 

- CMV, 64 

- em inqueritos soroepidemioldgkos, 5 

- espedficos nos fluidos biologicos, 223 

- no diagnostico individual, 4 
Pesquisa de antigenos, 6, 23 

- circulante, filariose bancroftiana, 334 

- neuroeisticercose, 349 

- toxocariase, 359 

- toxoplasmose, 306 

Pesquisa de cistos nas fezes pelo metodo 
de Faust, 263 

Pesquisa de imunidade mediada por 
celulas, toxoplasmose, 308 
Pesquisa direta, CMV, 63 

- do parasito nas fezes, 260 
Pesquisa do antigeno do HEV, 91 
Pesquisa do RNA viral, HEV, 91 
Pichia, 366, 385,415 

Pied r a 

- branca, 396 

- preta, 395 
Piodermite, 184 
Pitiriase versicolor, 393 
Plasmodium , 284 

- ciclo de vida do, 284 
Plataforma Luminex® 

- doen<;as autoimunes, 464 
Pneumocistosc, 439 
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Pneumonite de camundongos, 195 
Poliartrlte, 185 
Pollmiosite, 467 
Pontos de eorte s 393 

- epidemiologicos, 393 
Potencia, 393 
Precipitate, 13 

- doen^a de Chagas, 272 
Precisao, 9 
Prevalencia 

- da doen^a, 5, 7 

- verdadelra, 7 
Probabilidade 

- pos-teste, 8 

- pre-teste, 8 

Processes patologlcos com sintomas e 
sinals clinicos confundivels, 4 
Prognostico da doen^a, 5 
Prototheca, 366 
Protozooses emergentes 

- Cryptosporidium spp„ 301 

- Cyclospora cayetanensis, 301 

- Microsporideos, 302 
Provoca^ao 

- com alimentos, 452 

- com medicamentos, 452 
Prurigo cronico, 353 
PseudaUescheria boydiu 437 
Pseudo-hifas, 371 
Puntura (prick test), 450 

Q 

Quantitative Buffy Coat (QBC®) 

- doen^a de Chagas, 271 

- malaria, 288 

Q uimiolu min es cenci a, 43 

R 

Radioautografia, 26 
Radioimunoensaio, 24 

- de competiqao com anticorpo marcado, 25 

- de fase solida, 24 

- esquistossomose mansonica, 323 

- hidatidose, 343 

Reaijao de fixa^ao do complemento, 201 

- esquistossomose mansonica, 323 
Reacjao de hemaglutina^ao, 222 

- esquistossomose mansonica, 323 
Rea^ao de imunofluorescencia indireta 

- CMV, 64 

- esquistossomose mansonica, 323 
Rea^ao do latex, 186 

Rea<;ao em cadeia da polimerase, 55 

- CMV, 64 

- com base na amplificac^ao do gene da 

subunidade 18S do rRNA, malaria, 288 

- doen^a de chagas, 271 

- ELISA, 290 

- em tempo real, 210 

- - quantitative, malaria, 290 

- multiplex, 290 

- toxocariase, 359 

- toxoplasmose, 306 
Rea^ao intradermica 

- esquistossomose mansonica, 323 
Rea<;ao periovular 

- esquistossomose mansonica,323 
Recem-nascido 

- toxoplasmose no, 311 

Receptores de orgaos para transplantes, 4 
Reintrodu^ao de novos casos em 
areas consolidadas, 6 


Reprodutibilidade, 10 
Resistencia 

- a antimicrobianos, 176 

- a meticilina, 178 

- a oxacilina, 179 

- bacteriana aos antibidticos, 162 

- dos enterococos a antibidticos, 164 

- intrmseca, 393 

- secundaria, 393 

- viral, 107 

Rhinosporidium seeberi, 366 
Rhodnius prolixus, 269 
Rhodotorula , 385, 415 
Rigidez de nuca, 228 
RNA mensageiro viral, 117 
RNA viral 

- determinate quantitativa, 109 
Rubeola, 4, 143 

- aspectos clinicos, 145 

- congenita, 146,148 

- diagnostico laboratoriai, 150 

- epidemiologia, 143 

- erradica^ao, 145 

- interpreta^ao clinica dos resultados, 147 

- pos-natal, 145, 147 

- prevent g, 144 

- reinfeeqao, 148 

- resposta Imune a infec^o, 147 

- tecnica de neutraliza^ao e teste de inibi^ao de 

hemaglutinato, 150 

- teste de aglutina^ao passiva, 150 

- teste de imunofluorescencia indireta, 150 

- testes imunoenzimaticos, 150 

- transmissao 

- - pos-natal, 143 

- - pre-natal, 143 

- vacinato antirrubeola, 144 

- vacinados, 148 

- virus e seus antlgenos, 146 

s 

Salpingite, 196 

Schistosoma mansoni , 320 

Seleqao de alergenos para a pesquisa, 450 

Seleqao de doadores de sangue, 4,6 

Semi-nested- PCR, 290 

Sensibilidade, 7 

- relativa, 7 

Separate de celulas ativadas 
por fluorescencia, 46 
Sifilis, 4,235 

- congenita, 239 

- diagnostico laboratoriai, 235 

- neurossifilis, 238 

- pesquisa de treponema, 235 

- utilizato e Interpreta^ao dos testes, 237 

- testes sorologlcos, 236 

- - na avalia^ao do tratamento, 238 
Sinai de Brudzinski, 228 

Sinai de desconforto lombar, 228 

Sinai de Kernig, 228 

Sinai de Romana, 270 

Sindrome da pele escaldada, 171 

Sindrome de hipertensao Intracraniana, 228 

Sindrome de irritapio menmgea, 228 

Sindrome de Reiter, 196 

Sindrome de Sjogren, 466 

Sindrome do cheque toxico, 171 

Sindrome toxemica, 228 

Sistema avldina/estreptavldina-biotina, 23 

Sistema BACTEC, 245 

Sistema de conjugate 165 


Sistemas comerciais para a identifica^ao 
de leveduras, 382 
Soluqao-mae, 393 
Soro limiar de reatividade, 30 
Staphylococcus aureus, 171 
Streptococcus agalactiae, 187 

- desenvolvimento de resposta Imune, 188 

- etiopatogenia no recem-nascido, 187 

- resposta imune, 187 

- testes laboratoriais, 188 

- vacina, 190 

Streptococcus grupo D, 158 
Streptococcus pneumoniae , 189 

- etiopatogenia da infecto por, 189 

- identificapao do, 189 

- resposta imune ao, 190 

- vacina, 190 

Streptococcus pyogenes, 184 

- diagnostico laboratoriai, 185 

- resposta imune ao, 185 

- vacina, 190 
Streptococcus , 171 
Subclasses de anticorpos IgG 

- toxocariase, 358 
Suspensao da terapeutica, 5 

T 

Taenia solium, 348 

Tecnica com uso de esferas paramagneticas, 322 
Tecnica de colora^ao por hematoxilina 
ferrica, 262 

Tecnica de neutraliza^ao e teste de inibito de 
hemaglutlnato* rubeola, 150 
Tecnica de sedimentato diferencial, 322 
Tecnica do shell-vial , CMV, 64 
Tecnica PAP (peroxidase-antiperoxidase), 27 
Tecnica rapida para tres amostras fecais, 322 
Tecnicas com marcadores radioativos, 24 
Tecnicas de aplicaqao de acidos nucleicos, 202 
Tecnicas empregadas na automate, 41 
Tecnicas imunoenzlmatlcas, 27 
Telas intensificadoras, 27 
Teorema de Bayes, 8 

Terapia antlrretroviral altamente potente, 106 
Teste da urease, 382 
Teste de aglutina^ao 

- de cristals de colesterol, 20 

- direta, 19 

- do latex, 20 

- passiva ou indireta, 19 

- - rubeola, 150 

Teste de amplifica^ao de sinal, 116 
Teste de ativa^ao de basofilos, 455 
Teste de avidez de anticorpos IgG, 
toxoplasmose, 307 

Teste de azul de diazonio B (DBB), 382 
Teste de contato {patch test), 452 
Teste de eclosao de mlracidios, 321 
Teste de fenoLoxidase, 382 
Teste de hemaglutina^ao passiva, 19 
Teste de Imunofluorescencia, 21 

- direta, 22 

- Indireta, 23 

- - rubeola, 150 

Teste de infectividade em coelho e 
pesquisa de DNA, 235 
Teste de Inibl^ao 

- da IgE especifica, 454 

- de hemaglutlna^ao direta, 19 

- de hemaglutina^ao passiva, 19 
Teste de liberate de histamina, 455 
Teste de microaglutina^ao, 221 
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Teste de Montenegro, 281 

Teste de PauLBunnelld3avIdsohn, 138 

Teste de suscetlbllidade em meio liquldo, 393 

Teste diagnostico, validate de um, 6 

Teste do autossoro, 453 

Teste imunoenzimatico ELISA 

- neurocisticercose, 349 

- toxocarfase, 356 

Teste imunoenzimatico fluorimetrico 
especifko, hidatidose, 343 
Teste para amplifica^ao de acidos nucleicos, 250 
Teste tuberculinico, 247 
Testes bloquimicos 

- fungos filamentosos, 378 
Testes com base em PCR, 117 
Testes cutaneos 

- de hipersensibilidade tardia, 452 

- de leitura Imedlata, 450 

- - com medicamentos, 451 

- - no diagnostic© da alergia allmentar, 451 

- de leitura tardia, 451 

- intradermicos, 451 

Testes de biologia molecular, HIV, 109 
Testes de captura de anticorpos IgM, 
toxoplasmose, 307 
Testes de cardlollpina, 236 
Testes de hemaglutina^ao, toxoplasmose, 307 
Testes de hlbridiza^ao 

- de acido nucleico, fungos filamentosos, 378 

- em fase sollda, 252 
Testes de provoca^ao, 452 

Testes de sensibilidade a antifungicos, 387 

- conceitos e defini^oes, 393 
Testes diagnostics, 10 

- aplica^ao, 10 

Testes fisiologlcos, leveduras, 381 
Testes funclonais do estado imune, malaria, 295 
Testes imunocromatograficos, doen^a 
de Chagas, 275 
Testes imunoenzimaticos 

- CMV, 65 

- hidatidose, 343 

- rubeola, 150 

- toxoplasmose, 306 
Testes in vitro, 453 
Testes moleculares 

- para a detec^ao de cepas reslstentes 

a farmacos, 251 

- para identifica 9 ao das micobacterias, 251 
Testes para detec^ao de exoantigeno 

- fungos filamentosos, 378 
Testes sorologicos 

- na patologia clinica, 4 

- doen^a de Chagas, 272 

- toxoplasmose, 306 
Testes treponemicos, 236 
Tiabendazol, 354 
Timina, 55 

Tinha negra, 395 


Titula^o simples, 30 
Tomografia computadorizada 

- hidatidose, 340 

Toxlna da sindrome do choque toxico, 175 

Toxocara, 352 

Toxocariase 

- altera 9 oes laboratoriais, 354 

- diagnostico, 355 

- epldemiologia, 352 

- genero Toxocara, 352 

- manifesta 9 oes clinicas, 353 

- ocular, 354 

- perspectivas, 360 

- tratamento, 354 

- visceral, 353 
Toxoplasma gondii, 305 

- Isolamento do, 305 
Toxoplasmose, 4 

- aspectos clmicos, 305 

- aspectos epidemloiogicos, 305 

- aspectos parasitologicos, 305 

- detec 9 ao de acidos nucleicos, 306 

- diagnostico laboratorial, 305 

- em gestantes, 309 

- Isolamento do toxoplasma, 305 

- no feto, 310 

- no imunodeficiente, 310 

- no reeem-nascldo, 311 

-nos pacientes Imunodeficientes, 311 

- ocular, 312 

- perils e marcadores sorologicos, 308 

- pesquisa de antigenos, 306 

- pesquisa de Imunidade mediada por celulas, 308 

- rea 9 ao em cadeia da pollmerase, 306 

- testes sorologicos, 306 
Tracoma, 195 
Transplantes 

- sele 9 ao de doadores e receptores de 

orgaos para, 4 
Treponema pallidum, 235 
Triatoma brasiliensis, 269 
Triatoma dimidiata , 269 
Triatoma infestans, 269 
Trichophyton, 403 
Trichosporon, 366, 385,413 
Trlcomlcose nodular, 397 
Tricosporonose, 413 
Tricromlo, 261 
Triptase, 454 
Trypanosoma cruzi, 269 
Tuberculose, 243 

- aspectos clinlcos, 243 

- aspectos epidemloiogicos, 243 

- detec 9 ao de resposta celular, 247 

- diagnostico clinico e laboratorial, 244 

- diagnostico etlologico, 244 

- disseminada, 244 

- extrapulmonar, 244 

- me tod os de imagem, 244 


- metodos imunologicos, 246 

- mlcobacterioses, 248 

- pulmonar, 243 

- testes moleculares, 250 
Turbidimetria, 42 

u 

Ureaplasma spp., 212 
Urease, 382 
Urticaria cronica, 353 

V 

Vacina 9 ao antirrubeola, 144 

- em gravidas, 145 
Vacinas 

- Streptococcus agalactiae , 190 

- Streptococcus pyogenes, 190 

- Streptococcus pneumoniae , 190 
ValIda 9 ao de um teste diagnostico, 6 
Valor preditlvo 

- de um resultado negativo, 8 

- de um resultado positlvo, 8 
Vasculites slstemlcas, 467 
Verdadelro-negativo (VN), 7 
Verdadelro-positivo (VP), 7 
Veslculas hidaticas, 338 
Virus da hepatite E, 89 

- caracterfsticas, 89 

- constitu^ao genomica, 89 

- transmissao, 90 

- evolu 9 ao clinica, 90 

- prevalencia, 91 

- replica 9 ao viral, 91 

- diagnostico laboratorial, 91 

- preven 9 ao, 91 

- tratamento, 91 
Virus Epstein-Barr, 136 

Virus linfotroplco de celulas T humanas 
do tlpo 1,121 
Vitek®, 383 

w 

Western blotting , 33, 210 

- quimloluminescente, 37 
Wild type, 393 

X 

Xenodlagnostico, 271 

- doen 9 a de Chagas, 271 

z 

Zidovudina, 105 
Zlgomicose, 429 
ZwiterionSy 15 







